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POVZETEK 
Monoamin oksidaza (MAO) je encim, ki katalizira oksidativno deaminacijo monoaminov. 
Nahaja se na zunanji membrani mitohondrijev in je v različnem odstotku prisoten v večini 
tkiv v telesu. Odkriti sta bili dve izoobliki, MAO-A in MAO-B, ki imata različno oblikovano 
aktivno mesto. Razliko posledično najdemo tudi v substratih, ki jih metabolizirata. MAO ima 
pomembno vlogo pri razgradnji monoaminov, zaužitih v hrani, in služi tudi za inaktivacijo 
monoaminskih nevrotransmiterjev. Zaradi slednjega je povezan z različnimi 
nevrodegenerativnimi boleznimi, kot sta Parkinsonova in Alzheimerjeva bolezen. Za namen 
zdravljenja teh bolezni je bilo razvitih že več zaviralcev MAO, ki zavirajo eno ali obe 
izoobliki.  
V sklopu magistrske naloge smo sintetizirali analoge 5-(benziloksi)indola kot potencialne 
zaviralce MAO-B na podlagi predhodno testirane spojine 1-(4-acetilpiperazine-1-il)-2-(5-
(benziloksi)-1H-indol-1-il)etan-1-on 4, ki je imela zaviralno delovanje. Sintezo analogov smo 
izvedli po dveh različnih postopkih, ki sta obsegala reakcije N-alkiliranja in N-aciliranja ter v 
nekaterih primerih še hidrolizo estra ter odstranitev Boc zaščite. Sintetizirani analogi so se 
razlikovali v substituentih, pripetih na dušik v piperazinskem obroču, oziroma so imeli 
piperazinski obroč zamenjan z obročem brez bazičnega centra na mestu 4. 
Sintetiziranim končnim spojinam smo z biokemičnim testiranjem določili zaviralno aktivnost 
na humanih MAO-A in MAO-B. Potrdili smo, da naše spojine bolje zavirajo MAO-B 
izoobliko. Ugotovili smo, da je za zaviralno delovanje pomemben bazičen center, saj so 
primerljivi derivati s piperazinskim obročem imeli boljše delovanje. Ugoden vpliv na 
zaviralno delovanje je imela tudi prisotnost nenasičene vezi v alkilni verigi, pri nasičenih 
verigah pa je podaljševanje verige zmanjšalo delovanje. Kot najmočnejši zaviralec MAO-B se 
je izkazal 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-(4-benzilpiperazin-1-il)etan-1-on (spojina 12) z 
IC50 = 1,95 μM, ki se je najbolj približal nanomolarnim koncentracijam, ki smo jih želeli 
doseči.  
Zaključimo lahko, da je spojina 12 dobro izhodišče za nadaljnjo raziskovalno delo na 
področju novih močnejših zaviralcev MAO-B kot potencialnih zdravilnih učinkovin pri 
nevrodegenerativnih stanjih. 
Ključne besede: MAO, ireverzibilni inhibitorji, nevrodegenerativne bolezni 
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ABSTRACT 
Monoamine oxidases (MAOs) are a family of enzymes that catalyze the oxidative 
deamination of monoamines. They are found bound on the outer membrane of mitochondria 
and are present in almost all the body tissues with varying percentage. Two isoforms, MAO-A 
and MAO-B, where discovered and the important difference is in the shape of their active site, 
which also impacts their ability to metabolize different substrates. MAOs are important in the 
breakdown of monoamines ingested by food and also serve to inactivate monoamine 
neurotransmitters. Because of the latter, they are involved in a number of neurodegenerative 
diseases, such as Parkinson's and Alzheimer's disease. Several MAO inhibitors have been 
developed that inhibit one or both of the isoforms for the purpose of treating these diseases. 
As part of this master's thesis we synthesized 5-(benzyloxy) indole analogs, as potential 
MAO-B inhibitors, based on the previously tested compound 1-(4-acetylpiperazin-1-yl)-2- (5-
(benzyloxy)-1H-indol-1-yl)ethane-1-one 4, which showed an inhibitory effect on MAO-B. 
We used two different protocols for the synthesis of our analogs that consisted of reactions N-
alkylation, N-acylation, and in some cases ester hydrolysis and removal of Boc protection 
group. Synthesized analogs differed in substituents attached to the nitrogen of the piperazine 
ring, or alternatively, the piperazine ring was replaced with a ring without a basic center on 
position 4. 
We evaluated synthesized final compounds with biochemical testing on human MAO-A and 
MAO-B and determined their inhibitory potencies. We confirmed that our compounds were 
more potent at inhibiting MAO-B isoform. The basic center was important for inhibition, 
because comparable derivatives with the piperazine ring had better performance than those 
without it. The presence of an unsaturated bond in the alkyl chain has also been shown to 
have a favorable effect on the inhibitory potency; in the case of saturated chains, the 
prolongation of the chain decreased activity. The most potent inhibitor was 2-(5-(benzyloxy)-
1H-indol-1-yl)-1-(4-benzylpiperazin-1-yl) ethane-1-one (compound 12) with IC50 = 1.95 μM, 
which was the closest one to the nanomolar concentrations we wanted to achieve. 
To conclude, the compound 12 represents an important starting point for further development 
of new potent MAO-B inhibitors as potential active substances in neurodegenerative 
conditions. 
Keywords: MAO, irreversible inhibitors, neurodegenerative diseases 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
AB Alzheimerjeva bolezen  
ADH aldehiddehidrogenaza 
ALS amiotrofična lateralna skleroza  
ATP adenozin trifosfat 
ATR tehnika oslabljene popolne odbojnosti 
Boc terc-butil karbamat 
 kemijski premik 
DKM diklorometan 
DMF N,N-dimetilformamid 
DMSO  dimetilsulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
ekv. množinski ekvivalent 
Et3N  N,N,N-trietilamin 
EtOAc etil acetat 
EtOH etanol 
FAD flavin adenin dinukleotid  
GAPDH glicerilaldehid-3-fosfat-dehidrogenaza  
H2O2  vodikov peroksid 
HCl klorovodikova kislina 
HPLC tekočinska kromatografija visoke zmogljivosti  
HRMS masna spektrometrija visoke resolucije  
Hz hertz 
IC50 srednja inhibitorna koncentracija 
IR infrardeča spektroskopija  
J sklopitvena konstanta 
K2CO3  kalijev karbonat 
KMP krvno-možganska pregrada 
KOH  kalijev hidroksid 
L-DOPA levodopa 
MAO-A monoamin oksidaza A 
MAO-B monoamin oksidaza B 
MeCN acetonitril 
MeOH metanol 
 X 
 
MF mobilna faza 
MNT monoaminski živčni prenašalci 
MPP
+
  1-metill-4-fenilpiridin 
MPTP  1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin  
Na2SO4 natrijev sulfat 
NaCl  natrijev klorid 
NaHCO3 natrijev hidrgenkarbonat 
NMR  jedrska magnetno-resonančna spektroskopija 
PARP-1 poli(ADP-riboza)polimeraza 
PB Parkinsonova bolezen 
pH negativni desetiški logaritem koncentracije oksonijevih ionov 
ppm parts per million 
RA rezidualna aktivnost  
Rf retencijski faktor 
RIMA reverzibilni zaviralci monoamin oksidaze A 
SOD superoksid dismutaza 
SSRI selektivni zaviralci privzema serotonina  
THF  tetrahidrofuran  
TLC tankoplastna kromatografija  
tR retencijski čas 
TTAL temperatura tališča 
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UVOD 
1.1 MONOAMIN OKSIDAZA 
Monoamin oksidaza (MAO) je eden od ključnih metabolnih encimov, ki regulira homeostazo 
biogenih aminov v možganih in perifernih tkivih. V centralnem in perifernem živčnem 
sistemu MAO encim razgrajuje monoaminske živčne prenašalce (MNT) in tako povzroči 
prenehanje njihovega delovanja, ščiti pred eksogenimi amini in regulira zaloge znotraj 
celičnih aminov. V perifernih tkivih MAO ščiti organizem pred škodljivimi učinki eksogenih 
aminov z njihovo razgradnjo v krvi ali že prej s preprečitvijo njihovega vstopa v sistemski 
krvni obtok (1, 2). MAO je znotrajcelični flavin vsebujoči encim, ki se nahaja na citosolni 
strani zunanje membrane mitohondrija. Odkriti sta bili dve izoobliki, MAO-A in MAO-B, ki 
sta produkta dveh različnih genov. Kljub temu, da je njuno aminokislinsko zaporedje v 70 % 
identično, se bistveno razlikujeta v selektivnosti do substratov (3).  
MAO izoencima vsebujeta flavin adenin dinukleotid (FAD) kofaktor, ki je kovalentno vezan 
na cisteinski ostanek, in ju zato uvrščamo med flavoencime. Za njih je značilno, da 
katalizirajo α-C oksidacijo, ki ji sledi neencimska hidroliza imina do aldehida in amonijaka, 
oziroma glede na substrat do ustreznega primarnega, sekundarnega ali terciarnega amina (1). 
Medtem ko se substrat oksidira, se flavin reducira do hidrokinonske oblike. S pomočjo 
molekulskega kisika se reducirani kofaktor oksidira, pri tem pa kot stranski produkt nastane 
vodikov peroksid. Tako za vsak ekvivalent substrata, ki se oksidira z MAO, nastane tudi 
ekvivalent vodikovega peroksida (slika 1) (4). Kljub temu da ima H2O2 lahko pomembno 
vlogo v signalizaciji v možganih, pa v povišanih koncentracijah deluje toksično, saj povzroča 
nastanek reaktivnih kisikovih spojin, kar vodi v poškodbe mitohondrijev in posledično 
apoptozo nevronskih celic. Tudi pri metabolizmu nastali aldehidi so lahko potencialno 
toksični in se zato presnovijo naprej z aldehiddehidrogenazo (ADH) do ustreznih karboksilnih 
kislin (1, 5).  
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Slika 1: Reakcijska shema oksidativne deaminacije katalizirane z MAO (prirejeno po (1)). 
1.1.1 RAZLIKE MED MAO-A IN MAO-B  
1.1.1.1 Substratna specifičnost 
Kljub podobnostim v strukturi in funkciji obeh izooblik, se MAO-A in MAO-B razlikujeta v 
selektivnosti do substratov in zaviralcev. Za MAO-A specifičen substrat je serotonin, medtem 
ko sta benzilamin in 2-feniletilamin specifična za MAO-B. Primer nespecifičnih substratov pa 
so dopamin, noradrenalin, adrenalin, triptamin in tiramin, ki se enakovredno presnavljajo z 
obema izooblikama. Različna specifičnost obeh MAO je rezultat majhnih strukturnih razlik v 
aktivnih mestih encimov (6, 7).  
1.1.1.2 Strukturne razlike 
V raztopini se obe humani obliki izoencima nahajata obliki dimerov, pri kristalizaciji pa 
humana MAO-A kristalizira kot monomer (slika 2). Oba monomera se vežeta na zunanjo 
membrano mitohondrija s transmembransko regijo na C-terminalnih delih. Ta je sestavljena iz 
27 aminokislinskih ostankov in zavzema obliko α-vijačnice ter apolarnih zank, ki so locirane 
na različnih mestih v zaporedju (5, 8).  
Vezava substrata in oksidacija potekata v podolgovati votlini, ki se razteza od flavina v 
centralnem delu encima do površine proteina na nasprotni strani FAD-adenozinskega obroča 
(8). Substrat se veže preko N5 mesta na re-stran flavina, ki se nahaja v topilu dostopnem 
okolju, s katerim tvori nestabilen kompleks, ki nato razpade do produkta. V primeru vezave 
ireverzibilnega zaviralca pa nastane med njima kovalentna vez in delovanje encima je 
Legenda k sliki: 
S – substrat 
E-FADox – encim s FAD v oksidirani obliki 
E-FADox-S – encim s FAD v oksidirani obliki z vezanim substratom 
E-FADred-Imin – encim s FAD v reducirani obliki z vezanim iminom 
E-FADox-Imin – encim s FAD v oksidirani obliki z vezanim iminom 
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onemogočeno. Vezavno mesto za substrat je ploščate oblike in ga obdajajo številne aromatske 
in alifatske aminokisline, kar ustvarja večinoma hidrofobno okolje (9). Zaradi drobnih razlik v 
strukturnih lastnostih aktivnega mesta obeh izoencimov pride do različne specifičnosti 
substratov in zaviralcev. Najbolj očitna razlika je, da ima MAO-A eno samo votlino velikosti 
~550 Å3. Aktivno mesto je širše in krajše kot pri MAO-B, zato imajo substrati večjo možnost 
rotacije znotraj samega aktivnega mesta. MAO-B ima vezavno mesto sestavljeno iz dveh med 
seboj povezanih delov. Prvi je t.i. vstopna votlina velikosti ~300 Å3, ki ji sledi notranja 
votlina z aktivnim mestom z velikostjo ~ 400 Å3. Tudi tu aktivno mesto obdajajo aromatski in 
alifatski aminokislinski ostanki, ki ustvarjajo hidrofobno okolje, poleg tega pa jo na zunanji 
strani prekriva zanka iz štirinajstih aminokislin, ki zapira vhod v votlino. Ko je encim v 
konformaciji brez substrata, je med votlinama meja, ki jo definirata aminokislinska ostanka 
Ile199 in Tyr326 in tako omogočata specifičnost delovanja zaviralcev MAO-B. Predlagan 
mehanizem vezave substrata zajema premik zanke in vstop substrata v vhodno votlin, kar 
sproži spremembo konformacije encima. Ob vezavi substrata se votlini združita v eno, ki jo 
omejuje koencim  FAD v aktivnem mestu. MAO-B tako sprejema predvsem majhne eksogene 
amine, medtem ko MAO-A razgrajuje večje endogene aminske nevrotransmitorje. Pri visokih 
koncentracijah substratov ali zaviralcev oba encima izgubita substratno specifičnost (10, 9).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 2: Struktura humane MAO-A (A), struktura humane MAO-B v obliki dimera (B), 
monomer humane MAO-B z označenimi glavnimi deli strukture (C) (prirejeno po (9)). 
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1.1.1.3 Tkivna razporeditev in vloga 
Pri ljudeh najdemo encim MAO v večini tkiv. MAO-A prevladuje v črevesju, placenti ter 
srcu, MAO-B pa se nahaja v trombocitih, glia celicah in možganih (7). Med razvojem ploda 
se MAO-A pojavlja pred MAO-B, vendar po rojstvu koncentracija MAO-B drastično narašča 
v možganih. S staranjem se aktivnost MAO postopno zvišuje in pogosteje pride do izrazitega 
povečanja aktivnosti MAO-B. Glavni razlog za spremembe v aktivnosti encimov pripisujejo 
celični delitvi glia celic ter sočasni izgubi nevronov. Pri posamezniku pa lahko vplivajo na 
aktivnost MAO še drugi dejavniki kot so hormonski vplivi, polimorfizem genov za MAO in 
okolje (7). MAO je prisotna v večini tkiv sesalcev, vendar njihovi deleži nihajo glede na vrsto 
tkiva. Histokemijske študije so pokazale, da je MAO v možganih omejena na majhno 
območje endotelnih celic v endonevriju, v Schwannovih celicah in v nemieliranih aksonih 
perifernega živčevja (11). Mikrožilje v krvno-možganski pregradi (KMP) je bogato z MAO-
B, ki razgrajuje monoamine v krvnem obtoku in jim tako prepreči dostop do možganov. 
Aktivnost MAO v človeških možganih se področno razlikuje. Največja aktivnost je opazna v 
striatumu (bazalni gangliji) in hipotalamusu, medtem ko ima neokorteks minimalno aktivnost. 
Imunohistokemijske preiskave so pokazale, da bazalni gangliji, serotonergični nevroni in 
astrociti vsebujejo pretežno MAO-B, medtem ko kateholaminergični nevroni, vključno s 
substanco nigro in periventrikularnimi deli hipotalamusa vsebujejo predvsem MAO-A (12, 
13). Dokazano je, da vsebujejo dopaminergični živčni končiči samo MAO-A, medtem ko 
serotonergični živčni terminali vsebujejo le majhne količine tega izoencima. Razporeditev 
MAO v živčnih celicah, ki vsebujejo prenašalce, ki jih v prvi vrsti razgrajuje druga oblika 
izoencima, je smiselna z vidika razgradnje eksogenih aminov, ki bi lahko delovali kot lažni 
prenašalci v sinapsi. MAO-B se v možganih nahaja predvsem v nevronih s serotoninom kot 
živčnim prenašalcem, ki pa je sicer boljši substrat za MAO-A. Delež skupne aktivnosti MAO-
A in MAO-B, o katerih so poročali v različnih človeških tkivih, predstavlja preglednica I (5).  
Encim MAO ima v telesu zaščitno vlogo. Doseže jo z oksidacijo aminov v krvi oziroma že 
prej prepreči njihov vstop v kri iz perifernih tkiv (črevesja, jeter, pljuč ali placente). Za MAO-
B so ugotovili, da ima pomembno vlogo v KMP, kjer deluje kot metabolna ovira. Prav tako je 
bilo ugotovljeno, da sta MAO-A in MAO-B, ki se nahajata v možganih, poleg zaščite pred 
vdorom eksogenih aminov, pomembna za ohranjanje znotrajcelične zaloge lastnih 
nevrotransmitorjev in prekinitev prenosa živčnih signalov (6). 
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Preglednica I: Delež celotne aktivnosti MAO-A in MAO-B v določenih človeških tkivih 
(povzeto po (5)). 
Tkivo MAO-A (%) MAO-B (%) 
Možgani <20 >80 
Gastrointestinalni trakt >80 <20 
Ledvica 25 75 
Pljuča 55 45 
Trombociti <5 >95 
 
Kadar je aktivnost MAO povečana, to lahko vodi v razvoj nevrodegenerativnih stanj. Pri 
reakciji, ki jo katalizira MAO, nastajajo H2O2 in aldehidi oziroma ketoni, ki v večjih količinah 
delujejo toksično. H2O2 ob prisotnost železovih ionov vstopa v Fentonovo reakcijo, pri kateri 
nastajajo reaktivne kisikove zvrsti, ki pripomorejo k povečanju oksidativnega stresa. 
Posledice povišane aktivnosti MAO se kažejo tudi na celicah perifernih tkiv, v katerih se 
nahaja MAO. Degeneracija teh tkiv vodi v nastanek srčno-žilnih, pljučnih ali ledvičnih 
bolezni. Tudi prenizka aktivnost MAO vodi v bolezenska stanja, običajno povezana z 
osebnostnimi motnjami, kot sta impulzivnost in povečana nagnjenost k zlorabam 
psihoaktivnih drog (6).  
1.2 ZAVIRALCI MAO 
Zaviralce MAO lahko na splošno razvrstimo glede na selektivnost delovanja. Ker sta obe 
izoobliki encima vpleteni v različne patološke procese in imata različne neželene učinke, so 
ugotovili, da je pri zaviralcih zaželena tudi selektivnost za posamezno izoobliko. Zaviralce 
lahko delimo tudi na reverzibilne in ireverzibilne, oboji pa se uporabljajo pri terapiji 
nevrodegenerativnih in duševnih bolezni (14).  
1.2.1 IREVERZIBILNI NESELEKTIVNI ZAVIRALCI 
Razvoj zaviralcev MAO se je začel naključno z začetkom uporabe iproniazida (slika 4). Tega 
so v petdesetih letih prejšnjega stoletja uporabljali kot antituberkulotik. Med zgodnjim 
kliničnim testiranjem so pri pacientih kot stranski učinek zdravila opazili pojav evforije (15). 
Kasneje je bilo in vivo in in vitro ugotovljeno, da iproniazid zavira MAO, s čimer so povezali 
njegovo antidepresivno delovanje. Mehanizem vezave je ireverzibilen, kar pomeni, da se 
učinkovina po oksidaciji z encimom kovalentno veže na kofaktor FAD. Iproniazid je bil prvi 
učinkovit zaviralec MAO, ki se je uporabljal za zdravljenje depresije. Problem prvih 
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antidepresivov pa so bili nekateri hujši neželeni učinki. Zaviralci MAO, ki temeljijo na 
hidrazinu, so bili umaknjeni s trga zaradi hepatotoksičnosti, drug neželen učinek pa je bila 
tako imenovana "reakcija sira" (angl. cheese effect). Prvi zaviralci MAO so bili neselektivni 
in ireverzibilni, zato so zavirali tudi MAO na periferiji (gastrointestinalni trakt, jetra), kjer se 
presnavlja tiramin (slika 4). To je povzročilo prehajanje tiramina v krvni obtok, kjer je tiramin 
preko adrenergičnih nevronov povzročil sproščanje noradrenalina. Porast tega hormona in 
živčnega prenašalca pa je pripeljal do hipertenzivne (tiraminske) krize, ki ima lahko tudi 
usoden izid. Njeni značilni simptomi so glavobol, okorelost vratu ali bolečina, palpitacija, 
potenje, slabost, bruhanje, razširjena zenica, fotofobija, tahikardija ali bradikardija. To se je 
pojavilo predvsem ob istočasnem uživanju večjih količin s tiraminom bogate hrane, med 
katere sodi sir, iz česar tudi izhaja poimenovanje "reakcija sira" (slika 3) (16, 17).  
 
Slika 3: Shema mehanizma "reakcije sira" (prirejeno po (5)). 
Kljub slabemu varnostnemu profilu ireverzibilnih neselektivnih zaviralcev MAO se nekateri 
zaviralci, kot je tranilcipromin (slika 4), še vedno uporabljajo zaradi visoke učinkovitosti pri 
težjih oblikah depresije. Pri tem je potrebno vpeljati prehranske omejitve, da preprečimo 
nastanek hipertenzivne krize (18).  
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Slika 4: Struktura tiramina in dveh ireverzibilnih neselektivnih zaviralcev  
MAO iproniazida in tranilcipromina. 
1.2.2 SELEKTIVNI ZAVIRALCI 
Prva generacija ireverzibilnih in neselektivnih MAO zaviralcev (kot npr. tranilcipromin) je 
povzročala resne neželene stranske učinke, kar je vodilo do razvoja druge generacije MAO 
zaviralcev z ireverzibilnim in selektivnim delovanjem (kot npr. klorgilin). Kljub temu se niso 
izognili stranskemu učinku hipertenzivne krize. Za zdravljenje depresije so se raziskovalci 
usmerili še na druge tarče z različnimi mehanizmi delovanja (triciklični antidepresivi, 
selektivni zaviralci privzema serotonina SSRI). Razvoj zaviralcev MAO pa so nato 
nadaljevali v smeri selektivnih in reverzibilnih zaviralcev z izboljšanim varnostnim profilom 
(16).  
1.2.2.1 Selektivni zaviralci MAO-A 
Med selektivnimi zaviralci MAO-A, ki so trenutno na trgu, najdemo selektivne reverzibilne 
zaviralce (RIMA), kot sta moklobemid in toloksaton (slika 5). Uporabljata se za zdravljenje 
depresivnih stanj, kjer v možganih primanjkujeta serotonin in noradrenalin, ki sta selektivna 
substrata za MAO-A. Z zaviranjem MAO-A se prepreči metabolizem substratov, kar vodi v 
povišanje njunih koncentracij v plazmi. Prednost teh zaviralcev je, da so varnejši, pacienti jih 
bolje prenašajo in ne povzročajo »reakcije sira«. Tej reakciji se izognemo zato, ker 
reverzibilnost omogoča tekmovanje in tako zaužit tiramin (ali drugi prehranski amini) lahko v 
dovolj visokih koncentracijah izpodrinejo zaviralec iz encima in se presnovijo na običajen 
način v črevesju in jetrih (19, 20). Učinkovitost RIMA pri zdravljenju depresije je primerljiva 
s tricikličnimi antidepresivi in zaviralci ponovnega privzema serotonina, v primerjavi z 
ireverzibilni neselektivnimi zaviralci MAO pa je njihovo delovanje slabše (21).  
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Slika 5: Struktura moklobemida (levo) in toloksatona (desno). 
1.2.2.2 Selektivni zaviralci MAO-B 
Selegilin in razagilin (slika 6) sta edina odobrena ireverzibilna selektivna zaviralca MAO-B, 
na slovenskem trgu pa je trenutno dostopen le razagilin. Oba se uporabljata za zdravljenje 
Parkinsonove bolezni, kot monoterapija v prvih fazah bolezni ali dodatna podpora zdravljenju 
v napredovali fazi bolezni (22).  
Selegilin je bil sprva razvit kot antidepresiv, ki naj ne bi povzročal hipertenzivne krize, saj 
deluje selektivno zaviralno na MAO-B. V terapevtskih koncentracijah se je izkazal za 
neučinkovitega, pri visokih koncentracijah pa je izgubil selektivnost in je zaviral oba 
izoencima, zato so ga začeli uporabljati predvsem kot eksperimentalno orodje za raziskave 
funkcije MAO-B v telesu. Na podlagi raziskav so ugotovili, da bi selegilin lahko uporabljali 
pri zdravljenju PB, saj bi kot selektivni zaviralec MAO-B preprečeval znižanje koncentracije 
dopamina v predelu bazalnih ganglijev, kjer se dopamin pretežno metabolizira s tem 
izoencimom. Selegilin se uporablja še danes sam ali kot dodatna podpora zdravljenju z 
levodopo (L-DOPO). Na samem začetku pojava bolezni se z monoterapijo s selegilinom blaži 
simptome parkinsonizma in zakasni uvedbo zdravljenja z L-DOPO. V kasnejših stadijih 
bolezni se uporablja v kombinaciji z L-DOPO. Kombinacija poveča učinek L-DOPE in 
posledično je potreben manjši odmerek, obenem pa se zmanjša resnost neželenih učinkov 
zdravljenja. Številne analize so pokazale korist kombiniranega zdravljenja s selegilinom, saj 
je število preživelih občutno večje kot pri monoterapiji z L-DOPO (23, 24). Največja 
pomanjkljivost tega zaviralca je njegova simpatomimetična aktivnost, ki je povezna z njegovo 
amfetaminsko strukturo, saj se pri metabolizmu s citokromom P-450 presnovi do 
metamfetamina in amfetamina. Ti metaboliti lahko zavirajo ponovni privzem noradrenalina in 
dopamina ter tako povzročajo neželene psihiatrične in srčno-žilne učinke (25).  
Razagilin spada v drugo generacijo ireverzibilnih zaviralcev MAO-B in zaradi svoje 
aminoindanske strukture ne izkazuje simptikomimetičnih stranskih učinkov kot selegilin. 
Razagilin je močno stereoselektiven, saj je R(+) enatiomer za skoraj tri velikostne razrede 
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močnejši od njegovega S(–) enantiomera (26). Ima večjo selektivnost za MAO-B in je 
učinkovitejši od selegilina, zato so tudi odmerki potrebni za zdravljenje PB manjši (22).  
Prednost selegilina in razagilina je da delujeta tudi nevroprotektivno. S samim zaviranjem 
delovanja MAO se neposredno zmanjša nastajanje H2O2, kar posledično zmanjša oksidativni 
stres, po drugi strani pa je dokazano, da vplivata tudi na apoptotično kaskado sproženo po 
padcu mitohondrijskega potenciala. Dokazano je, da preprečujeta aktivacijo kaspaze 3 in 
poli(ADP-riboza)polimeraze (PARP-1), zmanjšujeta fragmentacijo jedrne DNA in z vezanjem 
na vezavno mesto glicerilaldehid-3-fosfat-dehidrogenaze (GAPDH) preprečujeta premestitev 
genov v jedru. Vplivata tudi na povečanje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD), glutation-
peroksidaze in katalaze. Pri visokih koncentracijah selegilin izgubi nevroprotektivno 
delovanje, kar je verjetno posledica amfetaminskih presnovkov (27, 28).  
Med reverzibilnimi MAO-B zaviralci pa je bil začetek leta 2015 na evropskem trgu odobren 
safinamid (slika 6), ki je močno selektiven in se prav tako uporablja v terapiji PB v srednjih in 
poznih stadijih bolezni (29). Safinamid deluje nedopaminergično in dopaminergično. 
Dopaminergično deluje z zaviranjem MAO-B in s tem povezanim zvišanjem dopamina v 
striatumu. Nedopaminergični učinki pa so povezani z blokiranjem natrijevih napetostnih 
kanalčkov, kar zmanjšuje ponovni privzem dopamina in modulacijo kalcijevih kanalčkov N-
tipa, kar posledično zavira prekomerno sproščanje glutamata (30, 31). Prednost safinamida je 
tudi njegova popolna reverzibilnost. To je pomembna prednost za bolnike, ki imajo stranske 
učinke, ki jih je potrebno zdraviti z drugimi zdravili, saj se zaradi reverzibilnosti safinamida 
izognejo potencialnim interakcijam (32, 33, 34, 35).  
                             
Slika 6: Strukture selektivnih zaviralcev MAO-B. Selegilin in razagilin kot predstavnika 
ireverzibilnih ter safinamid kot predstavnik reverzibilnih zaviralcev. 
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1.3 TERAPEVTSKA UPORABA 
Trenutno se selektivni zaviralci MAO-A uporabljajo predvsem pri zdravljenju depresije in 
socialne fobije, selektivni zaviralci MAO-B pa pri zdravljenju Parkinsonove bolezni. 
Rezultati raziskav kažejo na širšo uporabo pri zdravljenju različnih duševnih in 
nevrodegenerativnih boleznih. 
1.3.1 Parkinsonova bolezen 
Parkinsonova bolezen je kronična in počasi napredujoča nevrodegenerativna bolezen, katere 
vzrok je najverjetneje kombinacija dedne nagnjenosti in vplivov okolja. Pri PB pride do 
propada živčnih celic v substanci nigiri – nevrodegeneracije, ki ob napredovanju bolezni 
zajame večji del možganov. Nevroni substance nigre so pomembni za proizvajanje dopamina, 
ki ga pri PB posledično primanjkuje. To pomanjkanje povzroča motnje v delovanju 
funkcijskih zank, ki povezujejo možgansko skorjo in bazalne ganglije ter omogočajo 
normalno gibanje telesa. Poleg gibalnih težav se bolniki soočajo tudi z nemotoričnimi 
težavami (motnje razpoloženja, spanja, spomina, prebave, spolnih funkcij, …), ki so 
večinoma posledica motenj v delovanju drugih sistemov živčnih prenašalcev (npr. serotonina 
in acetilholina) (36).  
Dedne oblike PB so redke, saj se ta ne deduje po klasičnih principih dedovanja. Do zdaj so 
odkrili že več kot deset genov, ki imajo vlogo pri pojavu PB. Kljub temu so opazili, da je v 
nekaterih družinah ta bolezen pogostejša. Več študij je tudi raziskovalo vpliv okolja na razvoj 
PB, med katerimi omenjajo kot potencialne dejavnike tveganja pogosto izpostavljenost 
pesticidom v ruralnih okoljih, zastrupitve z monoksidom in uporabo nevrotoksina MPTP (37). 
1-Metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) je nečistota v sintetični psihoaktivni 
substanci meperidin iz osemdesetih let prejšnjega stoletja, ki so jo odvisniki od heroina 
uporabljali kot nadomestilo za heroin. MPTP sam po sebi ni toksičen, se pa v telesu 
metabolizira s pomočjo MAO-B do aktivnega toksina MPP+ (slika 7). Ta je selektivno 
toksičen za dopaminergične nevrone v substanci nigri in povzroča nevrodegeneracijo 
podobno PB. Natančen mehanizem na katerem temelji toksičnost molekule MPP+, še ni v 
celoti znan, vendar predvidevajo, da je njegova toksičnost posledica selektivnega prehoda v 
mitohondrij. Tam MPP
+
 deluje na kompleks I v mitohondrijski elektronski transportni verigi 
in tako blokira dihalno verigo. Posledično nastaja manj ATP, katerega pomanjkanje vpliva na 
normalno delovanje aktivnega ionskega transporta s prenašalnimi membranskimi črpalkami. 
Motnja v homeostazi ionov in povišanje znotrajcelične koncentracije kalcija povzroči 
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aktivacijo protein kinaz, ki vodijo v celično smrt. Oviran pretok elektronov v dihalni verigi pa 
pomeni tudi povečano nastajanje radikalov in povečan oksidativni stres, ki tudi vodi v celično 
smrt. MPTP se danes uporablja kot toksin pri živalskih modelih z znaki PB, ki se uporabljajo 
za testiranje novih potencialnih terapij (38).  
 
Slika 7: Predvidena glavna metabolna pot MPTP z MAO-B (prirejeno po (39)). 
PB za zdaj še ne moremo ozdraviti, saj ne poznamo zdravil, ki bi ustavila napredovanje 
bolezni, vendar pa imamo vrsto zdravil, s katerimi lahko blažimo njene simptome. Kot glavno 
zdravilo za PB se uporablja L-DOPA, poleg nje pa se uporabljajo še agonisti dopaminskih 
receptorjev, zaviralci katehol-O-metiltransferaze, antiholinergiki, amantadin in zaviralci 
MAO-B. Osnovni princip zdravljena je nadomeščanje manjkajočega dopamina v možganih, 
za kar se uporablja L-DOPA. Ta je prekurzor dopamina, ki lahko prehaja krvno-možgansko 
pregrado in se z encimom DOPA-dekarboksilazo spremeni v dopamin (40). Njena slabost se 
kaže v stranskih učinkih, ki običajno nastopijo po nekaj letih zdravljena. Kažejo se v obliki 
nehotenih gibov (diskinezija) in motoričnih nihanj. L-DOPA se pogosto kombinira s 
karbidopo, ki je zaviralec dekarboksilacije in preprečuje pretvorbo L-DOPE v dopamin na 
periferiji in tako zmanjša s tem povezane neželene učinke. Poleg L-DOPE se uporablja tudi 
amantadin, ki vpliva na sproščanje endogenega dopamina. Pri starejših bolnikih se zdravljenje 
običajno začne z L-DOPO, zaradi večjega tveganja za pojav nevropsihiatričnih simptomov ob 
uporabi agonistov dopaminskih receptorjev. Ravno obratno pa je pri mlajših pacientih 
priporočljivo začeti z agonisti dopaminskih receptorjev, zaradi povečanega tveganja 
motoričnih zapletov pri uporabi L-DOPE. V napredovanih fazah bolezni, ko bolnik potrebuje 
visoke odmerke zdravil, ti posledično povzročajo hujše neželene učinke, kar drastično 
poslabša kvaliteto bolnikovega življenja (41, 42).  
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1.3.2 Alzheimerjeva bolezen 
Alzheimerjeva bolezen (AB) je ena najpogostejših oblik demence pri starejših. Značilni 
simptomi zanjo so nepovratna izguba spomina, postopen upad kognitivnih funkcij, jezikovne 
motnje in čustvena nestabilnost (43). AB prizadene več nevrotransmiterskih sistemov, najbolj 
holinergičnega, in vpliva na nastanek amiloidnih plakov v možganih, ki so značilni za to 
bolezen. V možganih bolnikov z AB so ugotovili povečano aktivnost MAO-B, ki je 
predvidoma posledica povečanja števila celic glije v možganih. Povečana encimska aktivnost 
MAO-B pomeni povečano produkcijo H2O2 kot stranskega produkta oksidacije aminov, kar 
prispeva k oksidativnem stresu in nevrotoksičnosti. Ugotovili so, da uporaba selektivnih 
MAO-B zaviralcev zaustavi ali upočasni kognitivni upad pri AB in se lahko kombinira s 
klasičnim zdravljenjem z zaviralci acetilholin esteraze (44).  
1.3.3 Druge nevrodegenerativne bolezni 
Nevrodegenerativni bolezni kot sta Huntingtonova bolezen in amiotrofična lateralna skleroza 
(ALS) imata mnoge podobnosti s PB in AB glede na potek bolezni in patoloških značilnosti. 
Tudi zanju je značilen povečan oksidativni stres, ekscitotoksičnost, napačno zvijanje toksičnih 
proteinov in vnetni proces. Razagilin je bil v raziskavah na miših dokazano učinkovit pri 
zdravljenju ALS. Za Huntingtonovo bolezen pa se je kot koristna izkazala uporaba selegilina 
v kombinacij s selektivnim zaviralcem ponovnega privzema serotonina, npr. fluoksetinom (6).  
1.3.4 Depresija 
Depresija je najpogostejša duševna motnja. Odraža se kot motnja razpoloženja in v enaki meri 
prizadene tako mlajšo kot starejšo populacijo, med katerimi pa pogosteje zbolijo ženske. Do 
depresije naj bi prišlo zaradi znižane koncentracije monoaminov (serotonina, dopamina in 
noradrenalina) v sinaptični špranji. To vodi do povečanega števila receptorjev in 
preobčutljivosti. Uporaba antidepresivov poveča koncentracijo monoaminov v sinaptični 
špranji, posledično pa se zmanjša število receptorjev. V 3–4 tednih se število receptorjev 
normalizira, kar pa je tudi čas, ki je potreben za začetek delovanja antidepresivov (45).  
MAO zaviralce že desetletja uporabljamo za zdravljenje depresije. Njihov antidepresiven 
učinek je posledica selektivne MAO-A inhibicije v centralnem živčnem sistemu, kar povzroči 
porast koncentracije monoaminov v možganih. V terapiji depresije še vedno uporabljamo tako 
neselektivne in ireverzibilne kot reverzibilne MAO inhibitorje. Uporaba slednjih je bolj 
pogosta, saj ne povzročajo hipertenzivne krize. Reverzibilni MAO-A zaviralci so učinkoviti 
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predvsem pri zdravljenju depresije pri starejših. Neselektivni MAO zaviralci se najbolj 
izkažejo pri stanjih fobične anksioznosti in atipičnih depresij. Selektivni MAO-B zaviralci za 
razliko od MAO-A ne izkazujejo antidepresivnega delovanja, razen kadar so koncentracije 
tako visoke, da inhibirajo tudi MAO-A, kar lahko razložimo z izgubo specifičnosti zaviralca 
pri visokih koncentracijah (6).  
1.3.5 Uporaba MAO zaviralcev in druge bolezni 
Ugotovili so, da zaviralci MAO ugodno vplivajo na zdravljenje bolezni perifernih tkiv. To 
potrjujejo različne študije, pri katerih so opazili pozitivne učinke uporabe MAO zaviralcev pri 
različnih boleznih, kot so: 
 Rakava obolenja. Pri nekaterih rakavih obolenjih so ugotovili, da ta zavirajo 
izražanje encima MAO-A. Pri pacientih s prekomerno aktivnostjo MAO-A so opazili 
manjšo verjetnost invazije rakavih celic v sosednje organe in boljšo napoved 
preživetja. In-vitro so dokazali, da klorgilin (zaviralec MAO-A) prepreči apoptozo 
celic melanoma. MAO-A pa se je izkazala tudi kot nova terapevtska tarča za 
zdravljenje napredovalega raka prostate.  
 Glavkom. MAO-B zaviralec razagilin je vključen v metodo zdravljena oseb z 
glavkomom, ki trpijo za poškodbo ganglijskih celic mrežnice. Ugotovili so, da 
razagilin prispeva k manjši atrofiji vidnega živca in posledično zmanjša resnost 
simptomov glavkoma. 
 Debelost. Zaviralci MAO-B so nepričakovano pokazali tudi pozitivne učinke pri 
ljudeh, ki se borijo z debelostjo, saj vplivajo na zmanjšanje maščobnega tkiva in 
pospeševanje izgube telesne mase.  
 Srčno-žilne bolezni. Nekatere študije povezujejo uporabo zaviralcev MAO s 
preprečevanjem in zdravljenjem postishemičnega oksidativnega stresa, miocitne 
hipertrofije in srčnega popuščanja. MAO preprečuje vstop določenih vazoaktivnih 
aminov v krvni obtok ali jih oksidira, kar ima zaščitni učinek pri srčni odpovedi 
zaradi preobremenitve s tlakom in progresivno kompenzirani hipertrofiji, ki povzroči 
dilatacijo levega prekata. 
 Rast las. Zaviralce MAO preučujejo tudi za uporabo na lasnih mešičkih, saj povečajo 
celično delitev in rast lasnih mešičkov ter tako vplivajo na rast las. 
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Encimi MAO predstavljajo pomembno tarčo za zdravljenje številnih bolezni v prihodnosti. 
Vpliv na aktivnost MAO-B tudi v drugih tkivih je povečal zanimanje za razvoj selektivnih 
zaviralcev MAO-B, ki bi delovali na tarče, ki so vpletene v nastanek prej omenjenih bolezni. 
Glavni cilj razvoja novih učinkovin pa je boljša obravnava kompleksnih bolezni, manj 
neželenih učinkov ter tako boljše sodelovanje bolnikov pri zdravljenju (5).  
 
.  
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2 NAMEN DELA 
Namen magistrske naloge je sinteza in biokemijsko vrednotenje novih zaviralcev MAO-B kot 
potencialnih zdravilnih učinkovin. Na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani so 
predhodno s pomočjo virtualnega rešetanja odkrili spojino s 5-(benziloksi)indolnim skeletom 
kot potencialnim zaviralcem MAO-B. Kupljeno spojino so biokemijsko ovrednotili na 
humanih (h)MAO encimih, kjer je imela IC50 vrednost 26,3 μM na hMAO-B. 
Izhodiščno spojino 1-(4-acetilpiperazin-1-il)-2-(5-(benziloki)-1H-indol-1-il)etan-1-on 4 bomo 
resintetizirali, z analitskimi metodami potrdili identiteto in čistost ter ponovili biokemijsko 
testiranje na MAO, da bomo potrdili njeno zaviralno aktivnost. Nadalje bomo poskušali 
pripraviti spojine z izboljšano zaviralno aktivnostjo na MAO-B. K temu bomo pristopili s 
sintezo različnih derivatov izhodne spojine. Najprej bomo modifikacije izvajali na mestu 4 
piperazinskega obroča (slika 8, modro), nato piperazinski obroč zamenjali še z različnimi 
bioizosternimi skupinami (slika 8, rdeče). Pri tem smo si postavili naslednje cilje: 
 sinteza analogov s krajšo ali daljšo alkilno verigo pripeto na dušikov atom na mestu 4 
na piperazinskem obroču; 
 sinteza analogov z alkilno verigo, ki vsebuje polarne funkcionalne skupine; 
 sinteza analogov s pripetim aromatskim obročem na piperazinski skelet; 
 sinteza analogov brez bazičnega centra na mestu 4 v piperazinskem obroču.  
 
Slika 8: Shema spojine 4 in prikaz načrtovanih sprememb na označenih mestih.  
Substitucija na pirazinskem dušiku je označena z modro barvo,  
spremembe pirazinskega obroča pa z rdečo barvo. 
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Sintetiziranim končnim spojinam bomo z biokemijskim testiranjem določili zaviralno 
delovanje na hMAO-A in hMAO-B. Določili bomo rezidualno aktivnost, aktivnim spojinam 
pa tudi IC50 vrednosti. Na podlagi rezultatov biokemijskega testiranja bomo pridobili 
pomembne informacije o odnosu med strukturo in delovanjem sintetiziranih spojin, prav tako 
bomo lahko ovrednotili vpliv posameznih modifikacij na selektivnost pri zaviralnem 
delovanju na obeh izoformah MAO. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Pri delu smo uporabili reagente in topila različnih proizvajalcev (Acros Organics, Sigma-
Aldrich, Merck, Apollo Scientific, …). Kemikalije smo uporabljali brez nadaljnjega čiščenja. 
Brezvodni THF je bil pripravljen z destilacijo ob prisotnosti natrija in benzofenona v argonovi 
atmosferi. 
3.2 METODE  
3.2.1 KROMATOGRAFSKE METODE 
 Tankoplastna kromatografija (TLC): TLC metodo smo uporabljali za spremljanje 
poteka reakcij, preverjane čistosti spojin, za izbiro najustreznejše mobilne faze pri 
kolonski kromatografiji in za spremljanje ločbe pri čiščenju in izolaciji spojin na 
kromatografski koloni. Kot stacionarno fazo smo uporabljali plošče TLC Slilca gel 60 
F254 proizvajalca Merck, ki imajo 0,20 mm debel nanos silikagela s fluorescentnim 
indikatorjem na 20 × 20 cm velikem aluminijastem nosilcu. Za mobilno fazo smo 
uporabljali različne kombinacije topil, katerih sestava je navedena pri posamezni 
spojini. Za detekcijo spojin na kromatografskih ploščah smo uporabili UV svetlobo ( 
= 254 nm in  = 366 nm) in orositveni reagent ninhidrin. 
 Kolonska kromatografija: Za čiščenje vmesnih in končnih produktov smo uporabili 
klonsko kromatografijo. Za stacionarno fazo smo uporabili silikagel 60 z velikostjo 
delcev 0,04–0,063 mm (Merck). Uporabljene mobilne faze so bile različne in so 
navedene pri sintezah posameznih spojin. 
 Tekočinska kromatografija visoke zmogljivosti (HPLC): Analitsko HPLC smo 
uporabili za ovrednotenje končnih spojin in izvedli na sistemu Thermo Fisher 
UltimMate 3000 HPLC z UV-VIS detektorjem (254 nm). Uporabili smo kolono 
Acquity UPLC HSS C18 (1,8 µm; 2,1 × 50 mm), termostatirano na 40 °C. Hitrost 
pretoka mobilne faze je bila 0,4 mL/min, volumen injiciranega vzorca pa 5 μL s 
koncentracijo vzorca 0,1 mg/mL v metanolu. Mobilna faza je bila mešanica 0,1 % 
raztopine trifluorocetne kisline v vodi in acetonitrila. Gradient acetonitrila je bil: 0–7 
min, 10–90 % MeCN; 7–10 min, 90 % MeCN. 
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 Reverzno-fazna  kromatografija: Reverzno fazno kromatografijo smo uporabili za 
čiščenje končnih spojin. Izvedli smo jo na sistemu Biotage Isolera One System s 
kolono Biotage SNAP Cartridge KP-C18-HS 12g. Mobilna faza je bila mešanica 
0,1 % raztopine trifluorocetne kisline v destilirani vodi in acetonitrila, detekcija pa je 
potekala pri valovni dolžini 220 nm in 254 nm. 
3.2.2 SPEKTROSKOPSKE METODE 
 Jedrska magnetno-resonančna spektroskopija (NMR): NMR smo uporabili za 
spremljanje poteka reakcij in za identifikacijo vmesnih produktov in končnih spojin. 
Končnim spojinam smo posneli 1H NMR in 13C NMR spektre, ostalim pa le 1H NMR 
spekter. NMR spektre smo posneli na Bruker Avance III 400 MHz spektrometru na 
Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Vzorce smo raztopili v devteriranih topilih CDCl3, 
DMSO-d6, D2O, ki so imela kot interni standard dodan TMS. Kemijske premike () 
smo podali v ˝parts per million˝ (ppm), sklopitvene konstante (J) pa v hertzih (Hz). 
Glede na obliko vrhov smo jih označili s standardnimi oznakami za singlet (s), 
razširjen singlet (rs), dublet (d), dublet dubleta (dd), triplet (t), multiplet (m) in spektre 
obdelali z računalniškim programom NMRnotebook 2.80 (NMRTEC S.A.S.). 
 Infrardeča spektroskopija (IR): Končnim spojinam smo posneli IR spekter s tehniko 
oslabljenega popolnega odboja (ATR). Izvedba je potekala na spektrofotometru FT-IR 
Thermo Nicolet, s programsko opremo Omnic E.S.P 5.2., v srednjem IR območju. 
 Masna spektrometrija visoke ločljivosti (HRMS): Masno spektroskopijo smo 
uporabili za natančno določitev molekulske mase in končnim spojinam posneli masne 
spektre v ESI-HRMS tehniki. Pri tem je bil uporabljen spektrometer Q Executive Plus 
LC-MS/MS (Thermo Scientific). 
3.2.3 DOLOČANJE TEMPERATURE TALIŠČA 
Končnim trdnim spojinam smo določili temperaturo tališča s Kofflerjevim mikroskopom z 
ogrevalno mizico Leica na Fakulteti za farmacijo. Vrednosti niso korigirane. 
3.2.4 POIMENOVANJE IN RISANJE SPOJIN 
Za risanje struktur in reakcijskih shem ter za IUPAC poimenovanje spojin smo uporabili 
računalniški program ChemDraw 14.0.0.117 proizvajalca PerkinElmer Informatics, Inc. Za 
iskanje sinteznih postopkov po podatkovnih bazah smo uporabili program SciFinder. 
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3.2.5 EKSTRAKCIJE IN SPIRANJA 
Za ekstrakcije in spiranja reakcijskih zmesi smo uporabili nasičeni vodni raztopini NaCl in 
NaHCO3 in 10 % vodno raztopino citronske kisline.  
3.2.6 BIOKEMIJSKO TESTIRANJE 
Končnim spojinam smo biokemijsko določili zaviralno aktivnost na MAO-A in MAO-B. 
Vpliv spojin na aktivnost encima smo določili z merjenjem spremembe v nastanku H2O2. Ta 
je skupaj z dodano peroksidazo pretvoril reagent Amplex Red v razmerju 1:1 do rdeče 
obarvanega fluorescentnega produkta resorufina. Njegovo koncentracijo smo nato spremljali 
spektrofotometrično z merjenjem fluorescence, ki je sorazmerna množini nastalega H2O2 in 
posledično aktivnosti encima. 
Za test smo uporabili rekombinantni humano (h)MAO-A in humano (h)MAO-B. Te so bile 
pridobljene z izolacijo iz insektnih celic, ki so bile pred tem okužene z rekombinantnim 
bakulovirusom, ki je vseboval vključke hMAO-A ali hMAO-B (Sigma-Aldrich). Uporabili 
smo tudi encim hrenova peroksidaza, reagent Amplex Red in p-tiramin, ki je imel vlogo 
substrata za obe izofomi MAO. 
Končne spojine smo raztopili v 100 % DMSO v koncentraciji 30 mM, dodali do 98 μL 50 
mM fosfatnega pufra (pH = 7,4; dodan 0,05 v/v Triton-114), v katerem je bila resuspendirana 
takšna količina hMAO-A ali hMAO-B, kot je potrebna za oksidacijo približno 165 pmol p-
tiramina. Tako pripravljene suspenzije encima in potencialnega inhibitorja smo inkubirali v 
mikrotitrskih ploščah 15 minut pri 37 °C. Po inkubaciji smo z dodatkom 200 μM reagenta 
Amplex Red, 1 U/mL hrenove peroksidaze in 1 mM p-tiramina do skupnega volumna 200 μL 
sprožili reakcijo. V naslednjih 15 min smo pri temperaturi komore 37 °C s pomočjo 
fluorescence (eksitacije = 530 nm, emisije = 590 nm) kvantitativno določali količino nastalega 
resorufina, katerega fluorescenca narašča linearno v tem časovnem intervalu. Sočasno smo 
izvajali tudi kontrolni poskus, kjer smo raztopine testnih spojin zamenjali s čistim DMSO. 
Fluorescenca, uporabljena v končnih rezultatih, je bila izračunana iz meritev, ki smo jim 
odšteli ozadje. Tega smo določili iz luknjic na mikrotitrski ploščici, ki so vsebovale vse 
komponente razen encima, ki smo ga nadomestili z ustrezno količino pufra (46).  
Dobljene meritve smo nato uporabili za določitev rezidualne aktivnosti (RA), ki predstavlja 
razmerje med aktivnostjo encima v prisotnost zaviralca in aktivnostjo encima v odsotnosti 
zaviralca. Spojine, ki so imele RA manjšo od 50 % pri 100 µM koncentraciji, smo nadalje 
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testirali pri sedmih različnih koncentracijah spojine pripravljenih z redčitvami osnovnega 
vzorca. Tem smo izračunali z uporabo Hillove logistične enačbe še IC50, ki predstavlja 
koncentracijo, pri kateri je RA = 50 %. 
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4 EKSPERIMENTALNO DELO IN REZULTATI ANALIZ 
Posamezne sinteze so opisane v podpoglavjih in prikazane z reakcijsko shemo in opisom 
postopka. Rezultati analiz spojin so predstavljeni v preglednici pri posamezni spojini. 
4.1 Sinteza terc-butil 4-(2-kloroacetil)piperazin-1-karboksilata 1 
 
Slika 9: Reakcijska shema sinteze spojine 1. 
Zmes terc-butil piperazin-1-karboksilata (10 g, 53.96 mmol, 1,0 ekv.), tetrahidrofurana (100 
mL) in trietilamina (7,84 mL, 56,28 mmol, 1,05 ekv.) smo na ledeni kopeli ohladili na 0 °C, 
nato po kapljicah s kapalnikom dodali kloroacetil klorid (4,27 mL, 53,69 mmol, 1 ekv.), 
reakcijsko zmes mešali 1 h pri 0 °C in 18 h pri sobni temperaturi. Nato smo s filtriranjem 
odstranili nastalo sol, topilo odparili na rotavaporju, preostanek v bučki pa raztopili v EtOAc 
(100 mL) ter izvedi ekstrakcijo z vodo (2 × 50 mL) in nasičeno raztopino NaCl (50 mL). Z 
natrijevim sulfatom smo sušili organsko fazo, sušilno sredstvo odfiltrirali ter nato odparili 
topilo pod znižanim tlakom in produkt do suhega posušili na vakuumski črpalki. 
IUPAC ime Terc-butil 4-(2-kloroacetil)piperazin-1-karboksilat 1 
Izgled Temno rjavo olje M = 223,27 g/mol 
Izkoristek 98,9 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9:1) = 0,67 
1
H NMR 
(400 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 1,48 (s, 9H), 3,44–3,47 (m, 2H), 3,52 (s, 4H), 3,60–3,62 (m, 
2H), 4,09 (s, 2H). 
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4.2 Sinteza terc- butil 4-(2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)acetil)piperazin-1-
karboksilata 2 
 
Slika 10: Reakcijska shema sinteze spojine 2. 
5-Benziloksiindolu (5 g, 22,39 mmol, 1 ekv.) smo pod argonovo atmosfero dodali brezvodni 
DMF (50 mL). Pred dodajanjem 60 % suspenzije natrijevega hidrida v parafinskem olju (1,34 
g, 33,59 mmol, 1,5 ekv.) smo zmes ohladili na 0 °C, nato na ledeni kopeli mešali 20 minut ter 
dodali spojino 1 (7,06 g, 26,87 mmol, 1,2 ekv.) in mešali pri sobni temperaturi še 18 h. Topilo 
smo odparili na rotavaporju in produkt raztopili v EtOAc (500 mL), prenesli v lij ločnik in 
sprali z vodo (1 × 200 mL) in nasičeno raztopino NaCl (1 × 200 mL). Organsko fazo smo 
odparili z rotavapiranjem in produkt očistili s prekristalizacijo iz EtOAc, izpadlo oborino  
odnučali in do suhega posušili v sušilniku.  
IUPAC ime 
Terc-butil 4-(2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)acetil)piperazin-1-
karboksilat 2 
Izgled Bela oborina M = 449,24 g/mol 
Tališče TTAL= 158,5–161,0 °C 
Izkoristek 82,5 % 
TLC Rf (EtOAc/n-hexan = 1:1) = 0,16 
1
H NMR 
(400 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 1,45 (s, 9H), 3,24 (s, 2H), 3,38 (s, 4H), 3,60 (s, 2H), 4,88 (s, 
2H), 5,10 (s, 2H), 6,48 (d, J = 3,2 Hz, 1H, Ar-H), 6,96 (dd, J1 = 9,0 Hz, J2 
= 2,3 Hz, 1H, Ar-H), 7,05 (d, J = 3,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,17–7,18 (m, 2H, 
Ar-H), 7,29–7,33 (m, 1H, Ar-H), 7.36–7.40 (m, 2H, Ar-H), 7,47 (dd, J1 = 
7,6 Hz, J2 = 1,5 Hz, 2H, Ar-H) 
13
C NMR 
(100 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 28,39; 42,12; 45,12; 48,70; 70,89; 80,49; 102,39; 104,58; 
109,79; 113,16; 127,58; 127,81; 128,55; 128,73, 129,05; 131,91; 
137,67;153,52; 154,40; 166,11. 
HRMS (ESI+) 
Izračunano za C26H32O4N3[M+H]
+
 (m/z): 450,23873; izmerjena vrednost: 
450,23828. 
IR (ATR) 
2978, 2924, 2856, 1692, 1659, 1620, 1491, 1454, 1417, 1390, 1365, 
1347, 1284, 1229, 1157, 1125, 1075, 1022, 994, 968, 859, 844, 820, 803, 
753, 725, 694, 621, 568, 542 cm
–1
 
HPLC tR = 5,47 min (čistost 96,8 %) 
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4.3 Sinteza 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-(piperazin-1-il)etan-1-ona 3  
 
Slika 11: Reakcijska shema sinteze spojine 3. 
Spojino 2 (2 g, 4,45 mmol, 1,0 ekv.) smo v argonovi atmosferi raztopili v svežem DKM (30 
mL), ob mešanju na ledeni kopeli nato počasi dodali trifluoroocetno kislino (4,96 mL, 66,78 
mmol, 15 ekv.) in pustili mešati 2 h pri sobni temperaturi. Po končani reakciji smo reakcijsko 
zmes prenesli v lij ločnik in dodali DKM (od 200 mL). Organsko fazo smo spirali z nasičeno 
raztopino NaHCO3 (2 × 100 mL) in uparili topilo na rotavaporju. Pregled 
1
H NMR spektra 
nam pokaže prisotnost razpadnih produktov, zato smo spojino čistili s kolonsko 
kromatografijo pri kateri smo uporabili mobilno fazo DKM/MeOH v volumskih razmerjih 
9/1, 4/1 in 3/1.  
IUPAC ime 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-(piperazin-1-il)etan-1-on 3 
Izgled Temno zelena oborina M = 349,43 g/mol 
Tališče TTAL= 96,0–98,8 °C 
Izkoristek 31,5 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,12 
1
H NMR 
(400 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 1,72 (s, 1H), 2,68 (t, J = 4,9 Hz, 2H), 2,81 (t, J = 5,1 Hz, 2H), 
3,38 (t, J = 4,8 Hz, 2H), 3,59 (t, J = 5,0 Hz, 2H), 4,85 (s, 2H), 5,09 (s, 
2H), 6,47 (d, J = 3,2 Hz, 1H, Ar-H), 6,95 (dd, J1 = 9,1 Hz, J2 = 2,4 Hz, 
1H, Ar-H), 7,05 (d, J = 3,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,16–7,18 (m, 2H, Ar-H), 
7,31-7,33 (m, 1H, Ar-H), 7,36–7,40 (m, 2H, Ar-H), 7,47 (dd, J1 = 7,9 Hz, 
J2 = 1,2 Hz, 2H, Ar-H). 
13
C NMR 
(100 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 34,34; 45,81; 46,10; 46,40; 48,34; 70,90; 102,05; 104,51; 
109,90; 112,97; 127,59; 127,82; 128,56; 129, 02; 129,04; 132,06; 137,73; 
153,44; 165,85. 
HRMS (ESI+) 
Izračunano za C21H24O2N3[M+H]
+
 (m/z): 350,18630; izmerjena vrednost: 
350,18573. 
IR (ATR) 
2914, 1645, 1573, 1489, 1451, 1422, 1341, 1301, 1263, 1230, 1196, 
1144, 1028, 962, 846, 820, 787, 745, 703, 618, 576, 544 cm
–1
 
HPLC tR = 3,60 (čistost 90,4 %) 
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4.4 Sintezni postopek A: sinteza derivatov 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-
1-(piperazin-1-il)etan-1-ona 
 
Slika 12: Splošna reakcijska shema sinteze spojin 4, 6–12  
(reagenti, baze in substituenti R so navedeni v spodnji preglednici II). 
Preglednica II: Uporabljeni reagenti in baze ter končni substituenti R. 
Spojina Reagent Baza R 
4 
 
piridin 
 
6  K2CO3  
7 
 
K2CO3  
8 
 
Et3N 
 
9  K2CO3  
10  K2CO3  
11  K2CO3  
12 
 
K2CO3 
 
 
4.4.1 Splošni postopek sinteze A 
Spojino 3 (1 ekv.) smo raztopili v acetonitrilu (25 mL) in dodali K2CO3 (2 ekv.) ter 
alkilirajoči reagent (1,5 ekv.). Reakcijsko zmes smo mešali 18 h pri sobni temperaturi za 
spojini 7 in 10 oziroma 18 h pri 80 °C za spojine 6, 9, 11, 12. Topilo smo nato odstranili z 
uparevanjem na rotavaporju in zaostanek v bučki raztopili v DKM (60 mL). Organsko fazo 
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smo zatem sprali z nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 30 mL) in nasičeno raztopino NaCl (1 × 
30 mL) in sušili z Na2SO4 ter odparili topilo pod znižanim tlakom. 
Za spojini 4 in 8 smo imeli nekoliko drugačen postopek sinteze in čiščenja, ki je opisan pri 
posamezni spojini. Prav tako so pri ostalih spojinah navedeni postopki čiščenja za vsako 
spojino posebej in kakršne koli spremembe k splošnem postopku sinteze.  
4.4.2 Sinteza 1-(4-acetilpiperazine-1il)-2-(5-(benziloki)-1H-indol-1-il)etan-1-ona 4 
Spojino 3 (125 mg, 0,44 mmol, 1ekv.) smo raztopili v piridinu (20 mL) in dodali acetanhidrid 
(0,12 mL, 1,30 mmol, 3 ekv.) ter mešali 18 h pri sobni temperaturi, topilo odparili na 
rotavaporju in produkt raztopili v EtOAc (50 mL). Organsko fazo smo spirali z 10 % 
citronsko kislino (2 × 25 mL), vodo (1 × 25 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (1 × 25 mL) in 
nasičeno raztopino NaCl (1 × 25 mL) in organsko fazo odparili pod znižanim tlakom. Za 
dosego želene čistosti smo spojino očistili z dvema zaporednima kolonskima 
kromatografijama. Pri prvi smo uporabili mobilno fazo DKM/MeOH = 20/1, pri drugi pa 
EtOAc/MeOH = 9/1. 
IUPAC ime 1-(4-acetilpiperazin-1-il)-2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)etan-1-on 4 
Izgled Rjavo vijolična trdna snov M = 391,47 g/mol 
Tališče TTAL = 128,5–134,0 °C 
 
Izkoristek 53,5% 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,53 
1
H NMR 
(400 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 2,03–2,05 (m, 3H), 3,12 (s, 1H), 3,33 (s, 1H), 3,40 (s, 3H), 3,56 
(s, 1H), 3,60–3,65 (m, 2H), 4,89 (s, 2H), 5,09 (s, 2H), 6,48 (d, J = 3,0 Hz, 
1H, Ar-H), 6,94–6,97 (m, 1H, Ar-H), 7,04 (d, J = 3,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,17 
(d, J = 2.1 Hz, 2H, Ar-H), 7,32–7,33 (m, 1H, Ar-H), 7,36–7,40 (m, 2H, Ar-
H), 7,47 (d, J = 7,3 Hz, 2H, Ar-H). 
13
C NMR 
(100 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 21,38; 41,04; 42,01; 44,75; 45,79; 48,29; 70,85; 102,21; 104,51; 
109,91; 113,04; 127,61; 127,87; 128,58; 129,03; 132,01; 137,62; 153,49; 
166,31; 169,27.  
HRMS (ESI+) 
Izračunano za C23H26O3N3[M+H]
+
 (m/z): 392,19687; izmerjena vrednost: 
392,19623. 
IR (ATR) 
2890, 2361, 1643, 1576, 1491, 1453, 1418, 1381, 1343, 1284, 1242, 1225, 
1202, 1157, 1142, 1026, 993, 907, 846, 814, 756, 756, 697, 621, 546 cm
–1
 
HPLC tR = 4,55 min (čistost 97,4 %) 
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4.4.3 Sinteza 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-(4-(2-hidroksietil)piperazin-1-
il)etan-1-ona 6  
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku A. Ker je bila še vedno prisotna izhodna 
spojina 3, smo dodali še 0,5 ekv. bromoetanola in mešali še 1 h pri 80 °C ter nato naredili 
ekstrakcijo in produkt dodatno očistili z dvema zaporednima kolonskima kromatografijama. 
Pri prvi smo uporabili mobilno fazo DKM/MeOH = 9/1, pri drugi pa DKM/MeOH = 20/1 + 
0,3 % Et3N. Za dosego zadostne čistosti končne spojine, smo jo čistili še na Biotage Isolera 
One sistemu za reverznofazno kolonsko kromatografijo. 
IUPAC ime 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-(4-(2-hidroksietil)piperazin-1-il)etan-1-on 6 
Izgled Rumenkasto bela trdna snov M = 393,49 g/mol 
Tališče TTAL = 87,0–91,5 °C 
 
Izkoristek 15,4 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 4/1) = 0,53 
1
H NMR 
(400 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 1,25 (s, 1H), 2,35 (t, J = 5,0 Hz, 2H), 2,47 (t, J = 5,0 Hz, 2H), 
2,51 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,42 (t, J = 4,9 Hz, 2H), 3,60 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 
3,64–3,66 (m, 2H), 4,86 (s, 2H), 5,09 (s, 2H), 6,47 (d, J = 2,7 Hz, 1H, Ar-H), 
6,95 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,05 (d, J = 3.2 Hz, 1H, Ar-H), 
7,15–7,17 (m, 2H, Ar-H), 7,29–7,33 (m, 1H, Ar-H),7,38 (t, J = 7,3 Hz, 2H, 
Ar-H), 7,46 (d, J = 7,1 Hz, 2H, Ar-H). 
13
C NMR 
(100 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 42,31; 45,23; 48,51; 52,46; 52,77; 57,79; 59,23; 70,90; 102,25; 
104,57; 109,79; 113,08; 127,56; 127,79; 128,54; 128,80; 129,02; 131,96; 
137,69; 153,47; 165,83. 
HRMS 
(ESI+) 
Izračunano za C23H28O3N3[M+H]+ (m/z): 394,21252; izmerjena vrednost: 
394,21204. 
IR (ATR) 
2901, 2815, 1665, 1622, 1577, 1486, 1451, 1418, 1380, 1342, 1287, 1233, 
1155, 1134, 1052, 1029, 1011, 951, 848, 817, 801, 746, 718, 698, 659, 621, 
569 cm
–1
 
HPLC tR = 3,61 min (čistost 97,1 %) 
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4.4.4 Sinteza 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-(4-(prop-2-in-1-il)piperazin-1-
il)etan-1-ona 7 
Spojino smo sintetizirali po postopku A. Ker reakcija ni potekla do konca, smo dodali še 0,5 
ekv. 80 % propargil bromida v toluenu in pol ure segrevali pri 80 °C ter nato nadaljevali z 
ekstrakcijo. Produkt smo očistili s klasično kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 
30/1) in z reverznofazno kolonsko kromatografijo na Biotage Isolera One sistemu. 
IUPAC ime 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-(4-(prop-2-in-1-il)piperazin-1-il)etan-1-on 7 
Izgled Rumenkasto beli kristali M = 387,48 g/mol 
Tališč TTAL = 92,5–94,0 °C 
 
Izkoristek 22,2 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,58 
1
H NMR 
(400 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 2,25 (t, J = 2,4 Hz, 1H), 3,38 (t, J = 4,9 Hz, 2H), 2,50 (t, J = 5,1 
Hz, 2H), 3,27 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 3,41 (t, J = 5,0 Hz, 2H), 3,64–3,66 (m, 
2H), 4,80 (s, 2H), 5,08 (s, 2H), 6,46 (d, J = 2,7 Hz, 1H, Ar-H), 6,94 (dd, J1 = 
8,9 Hz, J2 = 2,5 Hz, 1H, Ar-H), 7,02 (d, J = 3,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,13–7,16 
(m, 2H, Ar-H), 7,29–7,32 (m, 1H, Ar-H), 7,37 (t, J = 7,3 Hz, 2H, Ar-H), 
7,45–7,47 (m, 2H, Ar-H). 
13
C NMR 
(100 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 42,13; 45,01; 46,79; 48,41; 51,35; 51,53; 70,89; 73,84; 77,99; 
102,17; 104,55; 109,86; 113,04; 127,57; 127,81; 128,56; 128,94; 129,03; 
132,03; 137,72; 153,46; 165,81. 
HRMS 
(ESI+) 
Izračunano za C24H26O2N3 [M+H]
+
 (m/z): 388,20195; izmerjena vrednost: 
388,20117. 
IR (ATR) 
3291, 2909, 2861, 2806, 2765, 1649, 1623, 1575, 1488, 1451, 1419, 1379, 
1340, 1297, 1227, 1154, 1133, 1092, 1045, 1004, 953, 909, 847, 811, 749, 
727, 965, 668, 643, 624, 596, 567 cm
–1
 
HPLC tR = 3,857 min (čistost 98,2 %) 
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4.4.5 Sinteza 2-(4-(2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)acetil)piperazin-1-il)-2-oksoetil 
acetata 8 
Spojino 3 (150 mg, 0,43 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v DKM (25 mL), med mešanjem na 
ledeni kopeli dodali trietilamin (0,12 mL, 0,86 mmol, 2 ekv.) in acetoksiacetil klorid (69,2 μL, 
0,64 mmol, 1,5 ekv.) ter reakcijsko zmes mešali pri sobni temperaturi 18 h. Vsebino bučke 
smo prenesli v lij ločnik in organsko fazo sprali z nasičeno raztopino NaHCO3 (1 × 30 mL), 
nasičeno raztopino NaCl (1 × 30 mL), posušili z Na2SO4 in odparili organsko fazo na 
rotavaporju. Surov produkt smo očistili z dvema zaporednima kolonskima kromatografijama. 
Pri prvi smo uporabili mobilno fazo DKM/MeOH = 30/1, pri drugi pa EtOAc/MeOH = 95/5. 
Frakcije, ki so poleg produkta vsebovale tudi nečistote, smo uporabili za odščito pri sintezi 
spojine 31. 
IUPAC ime 2-(4-(2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)acetil)piperazin-1-il)-2-oksoetil acetat 8 
Izgled Temno rjava trdna snov M = 449,51 g/mol 
Tališče TTAL = 142,0–147,5 °C 
 
Izkoristek 4,7 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,55 
1
H NMR 
(400 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 2,17 (s, 3H), 3,34–3,67 (m, 8H), 4,60–6,69 (m, 2H), 4,89 (s, 2H), 
5,10 (s, 2H), 6,49 (d, J = 3,2 Hz, 1H, Ar-H), 6,95–6,97 (m, 1H, Ar-H), 7,04 
(d, J = 3,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,16–7,17 (m, 2H, Ar-H), 7,30–7,33 (m, 1H, Ar-
H), 7,38 (t, J = 7,5 Hz, 2H, Ar-H), 7,46–7,48 (m, 2H, Ar-H). 
13
C NMR 
(100 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 20,63; 41,54; 41,99; 44,30; 44,91; 48,73; 61,11; 70,85; 102,63; 
102,76; 104,61; 109,74; 113,31; 127,59; 127,84; 128,34; 128,55; 129,06; 
137,58; 153,60; 170,58 
HRMS 
(ESI+) 
Izračunano za C25H28O5N3 [M+H]
+
 (m/z): 450,20235; izmerjena vrednost: 
450,20172. 
IR (ATR) 
2930, 1744, 1649, 1576, 1489, 1453, 1425, 1372, 1338, 1287, 1222, 1154, 1135, 
1079, 1022, 988, 952, 851, 817, 796, 752, 722, 694, 649, 618, 566, 524 cm
–1
 
HPLC tR = 4,44 min (čistost 96,1 %) 
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4.4.6 Sinteza 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-(4-etilpiperazin-1-il)etan-1-ona 9 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku A ter jo očistili s kolonsko kromatografijo  
MF = DKM/MeOH = 20/1 in z dvema zaporednima reverznofaznima kolonskima 
kromatografijama na Biotage Isolera One sistemu. 
IUPAC ime 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-(4-etilpiperazin-1-il)etan-1-on 9  
Izgled Bledo rjavkasta trdna snov M = 377,49 g/mol 
Tališče TTAL = 132,5–137,5 °C 
 
Izkoristek 14,1 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,34 
1
H NMR 
(400 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 1,06 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 2,30 (t, J = 4,9 Hz, 2H), 2,39 (t, J = 7,2 
Hz, 2H), 2,40–2,42 (m, 2H), 3,43–3,46 (m, 2H), 3,64–3,67 (m, 2H), 4,86 (s, 
2H), 5,10 (s, 2H), 6,47 (d, J = 3,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,95 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 
2,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,05 (d, J = 3,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,16–7,18 (m, 2H, Ar-
H), 7,31 (t, J = 7,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,38 (t, J = 7,3 Hz, 2H, Ar- H), 7,46–
7,48 (m, 2H, Ar-H). 
13
C NMR 
(100 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 11,89; 42,25; 45,18; 48,44; 52,18; 52,30; 52,64; 70,91; 102,18; 
104,56; 109,79; 113,04; 127,55; 127,77; 128,53; 128,84; 129,01; 132,00; 
137,73; 153,46; 165,75. 
HRMS (ESI+) 
Izračunano za C23H28O2N3 [M+H]
+
 (m/z): 378,21760; izmerjena vrednost: 
378,21722. 
IR (ATR) 
2968, 2907, 2807, 2766, 1648, 1575, 1489, 1452, 1420, 1379, 1341, 1308, 
1265, 1238, 1156, 1129, 1092, 1048, 1018, 975, 950, 843, 812, 776, 749, 
728, 694, 621, 572 cm
–1
 
HPLC tR = 3,81 min (100,0 %) 
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4.4.7 Sinteza 1-(4-alilpiperazin-1-il)-2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)etan-1-ona 10 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku A, le da smo uporabili manjši ekvivalent alil 
bromida (1,2 ekv.). Reakcija ni potekla do konca, zato smo dodali še 0,5 ekv. alil bromida ter 
segreli reakcijsko zmes na 80°C in pustil še 18 h. Produkt smo nato očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 15/1) in reverznofazno kolonsko kromatografijo na 
Biotage Isolera One sistemu. 
IUPAC ime 1-(4-alilpiperazin-1-il)-2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)etan-1-on 10 
Izgled Belorjava trdna snov M = 389,50 g/mol 
Tališče TTAL = 111,5–114,0 °C 
 
Izkoristek 7,1 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,41 
1
H NMR 
(400 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 2,30 (t, J = 4,9 Hz, 2H), 2,41 (t, J = 4,9 Hz, 2H), 2,97 (d, J = 6,5 
Hz, 2H), 3,42–3,44 (m, 2H), 3,63–3,66 (m, 2H), 4,85 (s, 2H), 5,09 (s, 2H), 
5,15–2,20 (m, 2H), 5,75–5,85 (m, 1H), 6,47 (d, J = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,95 
(dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,05 (d, J = 3,1 Hz, 1H, Ar-H), 
7,15–1,17 (m, 2H, Ar-H), 7,31 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 7,38 (t, J = 7,3 Hz, 2H, 
Ar-H), 7,46 (d, J = 7,1 Hz, 2H, Ar-H). 
13
C NMR 
(100 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 42,26; 45,18; 52,56; 52,79; 48,42; 61,47; 70,91; 102,18; 104,56; 
109,78; 113,03; 118,66; 127,56; 127,78; 128,54; 128,85; 129,01; 132,01; 
134,29; 137,73; 153,46; 165,78. 
HRMS 
(ESI+) 
Izračunano za C24H28O2N3 [M+H]
+
 (m/z): 378,21760; izmerjena vrednost: 
378,21722. 
IR (ATR) 
3065, 2909, 2859, 2794, 2755, 1649, 1623, 1576, 1489, 1453, 1419, 1382, 
1336, 1290, 1262, 1230, 1203, 1157, 1133, 1092, 1045, 1026, 1006, 953, 
927, 847, 811, 726, 695, 619, 570 cm
–1
 
HPLC tR = 3,91 min (čistost 100,0 %) 
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4.4.8 Sinteza 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-(4-propilpiperazin-1-il)etan-1-ona 11 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku A, le z več topila (30 mL). Produkt smo 
očistili s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 20/1), ki ji je sledila reverznofazna 
kolonska kromatografijo na Biotage Isolera One sistemu. 
IUPAC ime 2-(5-(benziloksi)-1I-indol-1-il)-1-(4-propilpiperazin-1-il)etan-1-on 11 
Izgled Rjavkasta trdna snov M = 391,52 g/mol 
Tališče TTAL = 129,0–133,0 °C 
 
Izkoristek 6,7 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,44 
1
H NMR 
(400 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 0,89 (t, J = 7,4 Hz, 3H), 1,47 (m, J = 7,5 Hz, 2H), 2,25–2,30 (m, 
4H), 2,39 (t, J = 5,0 Hz, 2H), 3,41–3,43 (m, 2H), 3,63–3,65 (m, 2H), 4,84 (s, 
2H), 5,09 (s, 2H), 6,46 (d, J = 3,1 Hz, 1H, Ar-H), 6,95 (dd, J1 = 8,8 Hz, J2 = 
2,3 Hz, 1H, Ar-H), 7,05 (d, J = 3,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,15–7,17 (m, 2H, Ar-H), 
7,31 (t, J = 6,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,38 (t, J = 7,3 Hz, 2H, Ar-H), 7,46–7,47 (m, 
2H, Ar-H). 
13
C NMR 
(100 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 11,87; 19,90; 42,27; 45,19; 48,40; 52,70; 53,05; 60,35; 70,91; 
102,14; 104,55; 109,80; 113,02; 127,56; 127,78; 128,54; 128,88; 129,00; 
132,01; 137,73; 153,45; 165,73. 
HRMS 
(ESI+) 
Izračunano za C24H30O2N3 [M+H]
+
 (m/z): 392,23325; izmerjena vrednost: 
392,23303. 
IR (ATR) 
2959, 2931, 2873, 2805, 2773, 1650, 1623, 1575, 1488, 1453, 1420, 1379, 
1342, 1300, 1261, 1232, 1156, 1132, 1093, 1030, 1003, 985, 953, 845, 811, 
748, 725, 695, 623, 582 cm
–1
 
HPLC tR = 3,95 min (čistost 100,0 %) 
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4.4.9 Sinteza 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-(4-benzilpiperazin-1-il)etan-1-ona 12 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku A. Produkt smo očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 30/1) in reverznofazno kolonsko kromatografijo na 
Biotage Isolera One sistemu. Pri slednji smo morali za raztapljanje vzorca izjemoma uporabiti 
THF, saj se je produkt zelo slabo topil v MeOH. 
IUPAC ime 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1il)-1-(4-benzilpiperazin-1-il)etan-1-on 12 
Izgled Rumenorjava trdna snov M = 439,56 g/mol 
Tališče TTAL = 80,5–86,5 °C 
 
Izkoristek 3,2 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,55 
1
H NMR 
(400 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 2,30 (t, J = 4,9 Hz, 2H), 2,42 (t, J = 4,9 Hz, 2H), 3,40–3,42 
(m, 2H), 3,48 (s, 2H), 3,63–3,65 (m, 2H), 4,86 (s, 2H), 5,10 (s, 2H), 
6,46 (d, J = 3,2 Hz, 1H, Ar-H), 6,95 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,4 Hz, 1H, 
Ar-H), 7,04 (d, J = 3,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,15–7,17 (m, 2H, Ar-H), 7,26–
7,33 (m, 6H, Ar-H), 7,38 (t, J = 7,4 Hz, 2H, Ar-H), 7,46–7,48 (m, 2H, 
Ar-H). 
13
C NMR 
(100 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 42,39; 45,21; 48,49; 52,63; 52,78; 62,76; 70,91; 102,18; 
104,56; 109,77; 113,04; 127,40; 127,56; 127,77; 128,40; 128,54; 
128,81; 129,00; 129,12; 131,98; 137,72; 153,45; 165,79. 
HRMS (ESI+) 
Izračunano za C28H30O2N3 [M+H]
+
 (m/z): 440,23325; izmerjena 
vrednost: 440,23346. 
IR (ATR) 
3032, 2920, 2808, 2767, 1651, 1621, 1575, 1489, 1452, 1417, 1375, 
1346, 1295, 1281, 1237, 1153, 1134, 1092, 1039, 1027, 999, 953, 924, 
806, 733, 695, 622, 583, 565 cm
–1
 
HPLC tR = 4,29 min (čistost 90,6 %) 
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4.5 Sintezni postopek B: sinteza derivatov 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-
1-(piperazin-1-il)etan-1-ona 
 
Slika 13: Splošna reakcijska shema sinteze molekul 13–21, 5 in 22–29  
(substituenti X1, X2, R1 in R2 so prikazani v spodnji preglednici III). 
Preglednica III: Substituenti v vmesnih in končnih produktih pri sintezi derivatov 5-beziloksi 
indola. 
Spojina X1 X2 R1 R2 
13 
-N -CH2 -CH3 / 
5 
14 
-CH2 -CH2 / / 
22 
15 
-O -CH2 / / 
23 
16 
-N -CH2 
 
/ 
24 
17 
-N -H -CH3 / 
25 
18 
-N -CH2 
 
/ 
26 
19 
-N -CH2 
 
/ 
27 
20 
-CH2 -CH2 / -CH3 
28 
21 
-CH -CH2 
 
/ 
29 
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4.5.1 Splošni postopek sinteze B: 1. stopnja - sinteza spojin 13–21 
Zmes amina (1 ekv.) in DKM (200 mL) smo ohladili na 0 °C in ob mešanju počasi dodali 
kloroacetil klorid (0,5 ekv.) ter reakcijsko zmes mešali 1 h na ledeni kopeli. Po končani reakciji 
smo organsko fazo sprali z vodo (2 × 70 mL) in nasičeno raztopino NaCl (1 × 70 mL), sušili z 
Na2SO4 ter topilo odparili na rotavaporju. Produkt smo še dodatno posušili na vakuumski črpalki. 
4.5.1.1 2-kloro-1-(4-metilpiperazin-1-il)etan-1-on 13 
IUPAC ime 2-kloro-1-(4-metilpiperazin-1-il)etan-1-on 13 
Izgled Bela trdna snov M = 176,64 g/mol 
Tališče TTAL = 205,0–210,0 °C 
 
Izkoristek 73,7 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,33 
1
H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 2,32 (s, 3H), 2,41 (t, J = 5,1 Hz, 2H), 2,46 (t, J = 5,1 Hz, 
2H), 3,54 (t, J = 5,0 Hz, 2H), 3,65 (t, J = 4,8 Hz, 2H), 4,07 (s, 2H). 
4.5.1.2 2-kloro-1-(piperidin-1-il)etan-1-on 14  
IUPAC ime 2-kloro-1-(piperidin-1-il)etan-1-on 14  
Izgled Rumen oljnat produkt M = 161,63 g/mol 
Izkoristek 97,6 % 
 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,70 
1
H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 1,54–1,60 (m, 2H), 1,61–1,68 (m, 4H), 3,44 (dd, J1 = 5,9 
Hz, J2 = 4,0 Hz,  2H), 3,53–3,56 (m, 2H), 4,06 (s, 2H). 
4.5.1.3 2-kloro-1-morfolinoetan-1-on 15  
IUPAC ime 2-kloro-1-morfolinoetan-1-on 15 
Izgled Rumen oljnat produkt M = 163,60 g/mol 
Izkoristek 83,3 % 
 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,62 
1
H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) =  3,49–3,52 (m, 2H), 3,59–3,62 (m, 2H), 3,66–3,71 (m, 4H), 
4,04 (s, 2H). 
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4.5.1.4 2-kloro-1-(4-fenilpiperazin-1-il)etan-1-on 16 
IUPAC ime 2-kloro-1-(4-fenilpiperazin-1-il)etan-1-on  
Izgled Rjavkast oljnat produkt M = 238,72 g/mol 
Izkoristek 97,0 % 
 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,75 
1
H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 3,18 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,23 (t, J = 5,1 Hz, 2H), 3,67 (t, J = 
5,2 Hz, 2H), 3,78 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 4,11 (s, 2H), 6,90-6,95 (m, 3H, 
Ar-H), 7,26–7,31 (m, 2H, Ar-H). 
4.5.1.5 2-kloro-N-(2-(dimetilamino)etil)acetamid 17 
IUPAC ime 2-kloro-N-(2-(dimetilamino)etil)acetamid 17 
Izgled Bela trdna snov M = 164,63 g/mol 
Tališče TTAL = 203,5–208,0 °C 
 
Izkoristek 46,2 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,20 
1
H NMR 
(400 MHz, D2O) 
 (ppm) = 3,22 (s, 3H), 3,26 (s, 3H), 3,69 (s, 4H), 4,07 (s, 1H), 4,14 (s, 
1H), 5,35 (s, 1H). 
4.5.1.6 1-(4-(benzo[d][1,3]dioksol-5-ilmetil)piperazin-1-il)-2-kloroetan-1-on 18 
IUPAC ime 1-(4-(benzo[d][1,3]dioksol-5-ilmetil)piperazin-1-il)-2-kloroetan-1-on 18 
Izgled Rumena trdna snov M = 296,75 g/mol 
Tališče TTAL = 74,5–79,0 °C 
 
Izkoristek 98,5 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/1) = 0,07 
1
H NMR 
(400 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 2,42–2,48 (m, 4H), 3,44 (s, 2H), 3,51 (t, J = 5,0 Hz, 2H), 3,63 
(t, J = 5,0 Hz, 2H), 4,06 (s, 2H), 5,95 (s, 2H), 6,72–6,77 (m, 2H, Ar-H), 
6,85 (d, J = 0,8 Hz, 1H, Ar-H). 
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4.5.1.7 Etil 4-(2-kloroacetil)piperazin-1-karboksilat 19 
IUPAC ime Etil 4-(2-kloroacetil)piperazin-1-karboksilat 19 
Izgled Oranžen oljnat produkt M = 234,68 g/mol 
Izkoristek 100,0 % 
 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,68 
1
H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 1,28 (t, J = 7,1 Hz, 3H), 3,49–3,53 (m, 4H), 3,56–3,63 (m, 
4H), 4,10 (s, 2H), 4,17 (q, J = 7,1 Hz, 2H) . 
4.5.1.8 2-kloro-1-(3-metilpiperidin-1-il)etan-1-on 20 
IUPAC ime 2-kloro-1-(3-metilpiperidin-1-il)etan-1-on 20 
Izgled Rumen oljnat produkt M = 175,66mol 
Izkoristek 100,0 % 
 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,73 
1
H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 0,93 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 6,6 Hz, 3H), 1,13–1,30 (m, 1H), 
1,46–1,72 (m, 3H), 1,83–1,87 (m, 1H), 2,33 (dd, J1 = 12,9 Hz, J2 = 
10,8 Hz, 0,5H), 2,61–2,76 (m, 1H), 3,02–3,09 (m, 0,5H), 3,67–3,78 
(m, 1H), 4,05–4,13 (m, 2H), 4,34–4,42 (m, 1H). 
4.5.1.9 Etil 1-(2-kloroacetil)piperidin-4-karboksilat 21  
IUPAC ime Etil 1-(2-kloroacetil)piperidin-4-karboksilat 21 
Izgled Oranžen oljnat produkt M = 233,69 g/mol 
Izkoristek 100,0 % 
 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/1) = 0,25 
1
H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) = 1,27 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 1,65–1,83 (m, 2H), 1,95–2,02 (m, 
2H), 2,56 (tt, J1 = 10,6 Hz, J2 = 4,1 Hz, 1H), 2,89–2,96 (m, 1H), 3,18–
3,25 (m, 1H), 3,81–3,86 (m, 1H), 4,08 (d, J = 1,2 Hz, 2H), 4,16 (q, J = 
7,2 Hz, 2H), 4,31–4,37 (m, 1H). 
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4.5.2 Splošni postopek sinteze B: 2. stopnja - sinteza spojin 5, 22–29  
5-Benziloksi-1H-indol (1 ekv.) smo raztopili v DMF (15 mL). Med mešanjem na ledeni 
kopeli in v argonovi atmosferi smo dodali 60 % suspenzijo natrijevega hidrida v parafinskem 
olju (1,5 ekv.). Po 20 minutah smo dodali spojine 13–21 (1,5 ekv.) in reakcijsko zmes mešali 
pri sobni temperaturi 18 h (spojine 22, 23, 26, 27, 28) ali 18 h pri 70 °C (spojine 5, 24, 25, 
29). Pri spojinah 5, 22, 23 smo reakcijo izvedli z manjšim prebitkom reagentov (1,3 ekv.), 
vendar smo nato zaradi nepopolnega poteka reakcije pri ostalih spojinah pribitek povečali.  
Po končani reakciji smo odparili topilo in produkt raztopili v EtOAc (50 mL), ki smo ga nato 
sprali z vodo (1 × 30 mL) in nasičeno raztopino NaCl (1 × 30 mL) ter sušili z Na2SO4, EtOAc 
pa uparili na rotavaporju. Dobljene produkte smo čistili po različnih postopkih, ki so navedeni 
pri posamezni spojini. 
4.5.2.1 Poskus sinteze 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-(4-metilpiperazin-1-il)etan-1-ona 5 
Spojino 5 smo po tem postopku poskusili sintetizirat dvakrat. V prvem poskusu smo sledili 
splošnemu postopku z manjšim pribitkom reagentov (1,3 ekv.) in potekom reakcije pri sobni 
temperaturi. Čiščenje smo izvedli s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/n-heksan = 1:4) in 
s prekristalizacijo iz MeOH. V drugem poskusu smo uporabili večji prebitek reagentov (1,5 
ekv.) in reakcijsko zmes segrevali. Dobljen produkt smo nato čistili s prekristalizacijo iz 
EtOH. Z nobenim od obeh opisanih primerov nam želenega produkta ni uspelo sintetizirati. 
4.5.2.2 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-(piperidin-1-il)etan-1-on 22 
Surov produkt smo očistili s prekristalizacilo iz EtOH. 
IUPAC ime 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-(piperidin-1-il)etan-1-on 22 
Izgled Rumeno-beli kristali M = 348,18 g/mol 
Tališče TTAL = 89,5–90,0 °C 
 
Izkoristek 55,4 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/1) = 0,18 
1
H NMR 
(400 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 1,37–1,43 (m, 2H), 1,50–1,63 (m, 4H), 3,37 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 
3,37 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 4,86 (s, 2H), 5,09 (s, 2H), 6,46 (d, J = 3,2 Hz, 1H, 
Ar-H), 6,95 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,3 Hz, 1H, Ar-H), 7,07 (d, J = 3,1 Hz, 
1H, Ar-H), 7,16–7,20 (m, 2H, Ar-H), 7,31 (t, J = 7,3 Hz, 1H, Ar-H), 7,38 (t, 
J = 7,4 Hz, 2H, Ar-H), 7,46–7,48 (m, 2H, Ar-H). 
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13
C NMR 
(100 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 24,38; 25,52; 26,29; 43,43; 46,40; 48,54; 70,92; 102,00; 104,50; 
109,90; 112,94; 127,58; 127,78; 128,54; 129,00; 132,09; 137,78; 153,41; 
165,48. 
HRMS (ESI+) 
Izračunano za C22H25O2N2 [M+H]
+
 (m/z): 349,19105; izmerjena vrednost: 
349,19110. 
IR (ATR) 
2935, 1642, 1574, 1512, 1489, 1455, 1440, 1423, 1367, 1336, 1247, 1221, 
1198, 1143, 1022, 1011, 955, 938, 848, 819, 782, 743, 719, 695, 646, 617, 
584, 530 cm
–1
 
HPLC tR = 5,23 min (čistost 100,0 %) 
4.5.2.3 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-morfolinoetan-1-on 23 
Surov produkt smo očistili s prekristalizacijo iz EtOH. 
IUPAC ime 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-morfolinoetan-1-on 23 
Izgled Rumenkasti kristali M = 350,16 g/mol 
Tališče TTAL = 125,0–127,0 °C 
 
Izkoristek 87,4 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1) = 0,14 
1
H NMR 
(400 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 3,38–3,40 (m, 2H), 3,50 (t, J = 4,5 Hz, 2H), 3,64–3,65 (m, 4H), 
4,86 (s, 2H), 5,10 (s, 2H), 6,48 (d, J = 3,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,96 (dd, J1 = 8,9 
Hz, J2 = 2,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,05 (d, J = 3,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,16–7,18 (m, 
2H, Ar-H), 7,31 (t, J = 7,3 Hz, 1H, Ar-H), 7,38 (t, J = 7,3 Hz, 2H, Ar-H), 
7,46–7,48 (m, 2H, Ar-H). 
13
C NMR 
(100 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 42,54; 45,61; 48,40; 66,35; 66,83; 70,89; 102,32; 104,58; 109,79; 
113,12; 127,58; 127,82; 128,56; 128,79;129,04; 131,95; 137,68; 153,52; 
166,06. 
HRMS (ESI+) 
Izračunano za C21H23O3N2 [M+H]
+
 (m/z): 351,17032; izmerjena vrednost: 
351,17032. 
IR (ATR) 
2893, 2855, 1653, 1619, 1574, 1490, 1454, 1423, 1365, 1345, 1297, 1272, 
1231, 1202, 1153, 1130, 1112, 1068, 1052, 1030, 1016, 955, 910, 848, 810, 
800, 757, 736, 724, 700, 645, 618, 599, 572, 559 cm
–1
 
HPLC tR = 4,63 min (čistost 100,0 %) 
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4.5.2.4 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-(4-fenilpiperatin-1-il)etan-1-on 24 
Surov produkt smo najprej čistili s prekristalizacijo iz EtOH. Zaradi nezadostne čistosti smo 
naredili še čiščenje s kolonsko kromatografijo, pri čemer smo uporabili mobilno fazo 
DKM/MeOH = 50/1. Dobljeni produkt smo še enkrat prekristalizirali iz MeOH. 
IUPAC ime 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-(4-fenilpiperazin-1-il)etan-1-on 24  
Izgled Bela trdna snov M = 425,21 g/mol  
Tališče TTAL = 172,0–173,5 °C 
 
Izkoristek 18,4 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/1) = 0,18 
1
H NMR 
(400 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 2,99–3,01 (m, 2H), 3,13 (t, J = 5,0 Hz, 2H), 3,53–3,56 (m, 2H), 
3,77–3,80 (m, 2H), 4,90 (s, 2H), 5,09 (s, 2H), 6,48 (d, J = 3,2 Hz, 1H, Ar-
H), 6,83–6,92 (m, 3H, Ar-H), 6,96 (dd, J1 =8,9 Hz, J2 = 2,4 Hz, 1H, Ar-H), 
7,07 (d, J = 3,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,17–7,20 (m, 2H, Ar-H), 7,25–7,33 (m, 3H, 
Ar-H), 7,37 (t, J = 7,4 Hz, 2H, Ar-H), 7,45–7,47 (m, 2H, Ar-H). 
13
C NMR 
(100 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 42,22; 45,21; 48,56; 49,34; 49,57; 70,90; 102,33; 104,60; 109,78; 
113,13; 116,72; 120,75; 127,57; 127,80; 128,55; 128,77; 129,05; 129,31; 
131,96; 137,70; 150,73; 153,52; 165,92. 
HRMS 
(ESI+) 
Izračunano za C27H28O2N3 [M+H]
+
 (m/z): 426,21760; izmerjena vrednost: 
426,21750. 
IR (ATR) 
2885, 2815, 1648, 1621, 1600, 1487, 1468, 1454, 1420, 1404, 1385, 1341, 
1278, 1226, 1153, 1132, 1088, 1049, 1026, 1009, 992, 953, 941, 915, 851, 
820, 806, 756, 720, 694, 624, 602, 587, 568, 518 cm
–1
 
HPLC tR = 5,25 min (čistost 100,0 %) 
4.5.2.5  Poskus sinteze 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-N-(2-(dimetilamino)etil)acetamida 25 
Produkt smo čistili s prekristalizacijo iz EtOH in po posnetem 1H NMR ugotovili, da sinteza 
spojine ni uspela. 
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4.5.2.6 1-(4-(benzo[d][1,3]dioksol-5-ilmetil)piperazin-1-il)-2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-
il)etan-1-on 26 
Surov produkt smo najprej čistili s prekristalizacijo iz EtOH, ki je bila neuspešna, saj produkt 
ni lepo izpadel. EtOH smo odparili in produkt očistili s kolonsko kromatografijo. Pri tem smo 
uporabili najprej mobilno fazo EtOAc/n-heksan v razmerju 3/1 in nato v razmerju 4/1, na 
koncu pa uporabili še čisti EtOAc ter tako pospešili ločbo. 
IUPAC ime 
1-(4-(benzo[d][1,3]dioksol-5-ilmetil)piperazin-1-il)-2-(5-(benziloksi)-1H-
indol-1-il)etan-1-on 26 
Izgled Rumenkasti kristali M = 483,57 g/mol  
Tališče TTAL = 84,5–87,5 °C 
 
Izkoristek 89,5 % 
TLC 
Rf (EtOAc/n-heksan = 1/1) 
= 0,06 
1
H NMR 
(400 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 2,24–2,27 (m, 2H), 2,36–2,39 (m, 2H), 3,36–3,38 (m, 4H), 3,60–
3,62 (m, 2H), 4,80 (s, 2H), 5,08 (s, 2H), 5,92 (s, 2H), 6,45 (d, J = 3,2 Hz, 
1H, Ar-H), 6,68–6,74 (m, 2H, Ar-H), 6,81 (d, J = 1,3 Hz, 1H, Ar-H), 6,94 
(dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,3 Hz, 1H, Ar-H) 7,02 (d, J = 3,2 Hz, 1H, Ar-H), 
7,13–7,16 (m, 2H, Ar-H), 7,30 (t, J = 7,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,37 (t, J = 7,5 Hz, 
2H, Ar-H), 7,45–7,47 (m, 2H, Ar-H). 
13
C NMR 
(100 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 42,33; 45,24; 48,43; 52,51; 52,68; 62,49; 70,91; 101,00; 102,15; 
104,56; 107,97; 109,33; 109,80; 113,02; 122,19; 127,57; 127,79; 128,55; 
128,87; 129,01; 131,44; 132,01; 137,74; 146,82; 147,77; 153,46; 165,78. 
HRMS 
(ESI+) 
Izračunano za C29H30O4N3 [M+H]
+
 (m/z): 484,22308; izmerjena vrednost: 
484,22318. 
IR (ATR) 
2900, 2809, 2772, 1651, 1621, 1574, 1485, 1447, 1416, 1372, 1341, 1283, 
1231, 1203, 1149, 1131, 1095, 1037, 998, 960, 922, 862, 812, 795, 752, 731, 
695, 625, 572, 541 cm
–1
 
HPLC tR = 4,32 min (čistost 100,0 %) 
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4.5.2.7 Etil 4-(2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)acetil)piperazin-1-karboksilat 27 
Surov produkt smo očistili s prekrisatlizacijo iz EtOH. 
IUPAC ime Etil 4-(2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)acetil)piperazin-1-karboksilat 27 
Izgled Bela trdna snov M = 421,50 g/mol 
Tališče TTAL = 99,0–102,0 °C 
 
Izkoristek 27,1 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/1) = 0,26 
1
H NMR 
(400 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 1,25 (t, J = 7,1 Hz, 3H), 3,25–3,43 (m, 6H), 3,59 (s, 2H), 4,13 (q, 
J = 7,1 Hz, 2H), 4,84 (s, 2H), 5,09 (s, 2H), 6,47 (d, J = 3,2 Hz, 1H, Ar-H), 
6,95 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,03 (d, J = 3,2 Hz, 1H, Ar-
H), 7,15–7,17 (m, 2H, Ar-H), 7,31 (t, J = 7,3 Hz, 1H, Ar-H), 7,38 (t, J = 7,4 
Hz, 2H, Ar-H), 7,46 (d, J = 7,2 Hz, 2H, Ar-H). 
13C NMR 
(100 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 14,66; 42,08; 43,41; 45,08; 48,75; 61,82; 70,88; 102,43; 104,59; 
109,80; 113,19; 127,59; 127,82; 128,55; 128,68; 129,05; 131,88; 137,65; 
153,54; 155,25; 166,15. 
HRMS 
(ESI+) 
Izračunano za C24H28O4N3 [M+H]
+
 (m/z): 422,2043; izmerjena vrednost: 
422,20743. 
IR (ATR) 
2931, 1695, 1650, 1488, 1470, 1412, 1381, 1339, 1285, 1250, 1224,1154, 
1115, 1093,1051, 1034, 1018, 976, 955, 915, 865, 848, 820, 795, 770, 750, 
719, 699, 627, 615, 574, 551, 515 cm
–1
 
HPLC tR = 5,03 min (čistost 100,0 %) 
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4.5.2.8 2-(5-(benziloksi)1H-indol-1-il)-1-(3-metilpiperidin-1-il)etan-1-on 28 
Surov produkt smo očistili s prekristalizacijo iz EtOH. 
IUPAC ime 2-(5-(benziloksi)1H-indol-1-il)-1-(3-metilpiperidin-1-il)etan-1-on 28 
Izgled Bela trdna snov M = 362,47 g/mol 
Tališče TTAL = 85,0–86,5 °C 
 
Izkoristek 57,8 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/1) = 0,08 
1
H NMR 
(400 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 0,76 (d, J = 6,7 Hz, 1,5 H), 0,87 (d, J = 6,6 Hz, 1,5 Hz), 1,06–
1,12 (m, 1H), 1,18–1,25 (m, 2H), 1,37–1,66 (m, 2H), 1,74–1,77 (m, 1H), 
2,24–2,30 (m, 0,5H), 2,60–2,66 (m, 1H), 2,89–2,96 (m, 0,5H), 4,37–4,40 
(m, 1H), 4,79–4,89 (m, 2H), 5,09 (s, 2H), 6,45 (d, J = 3,0 Hz, 1H, Ar-H), 
6,94 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 1,5 Hz, 1H, Ar-H), 7,05–7,06 (m, 1H, Ar-H), 
7,16–7,19 (m, 2H, Ar-H), 7,30 (t, J = 7,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,37 (t, J = 7,4 Hz, 
2H, Ar-H), 7,45–7,47 (m, 2H, Ar-H). 
13
C NMR 
(100 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 18,75; 19,02; 24,77; 25,73; 31,02; 31,74; 32,84; 32,91; 43,02; 
45,94; 48,63; 48,67; 49,76; 52,90; 70,92; 101,99; 102,04; 104,50; 104,57; 
109,85; 109,90; 112,97; 127,58; 127,77; 128,54; 128,98; 132,05; 137,77; 
153,41; 165,55; 165,58 
HRMS (ESI+) 
Izračunano za C23H27O2N2 [M+H]
+
 (m/z): 363,20670; izmerjena vrednost: 
363,20654. 
IR (ATR) 
3065, 2954, 2923, 2873, 1646, 1578, 1486, 1471, 1454, 1421, 1387, 1338, 
1282, 1250, 1224, 1201, 1153, 1131, 1088, 1048, 1026, 970, 953, 906, 886, 
863, 846, 818, 796, 749, 722, 694, 645, 614, 571, 511 cm
–1
 
HPLC tR = 5,53 min (čistost 99,8 %) 
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4.5.2.9 Etil 1-(2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)acetil)piperidin-4-karboksilat 29 
Surov produkt smo najprej čistili s prekristalizacijo iz EtOH. Ker je bila ta neuspešna, smo 
odparili EtOH in produkt očistili s kolonsko kromatografijo, pri kateri smo uporabili mobilno 
fazo EtOAc/n-heksan = 1/1. 
IUPAC ime Etil 1-(2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)acetil)piperidin-4-karboksilat 29 
Izgled Rumenkasta oborina M = 420,51 g/mol 
Tališče TTAL = 108,5–109,5 °C 
 
Izkoristek 68,4 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/1) = 0,14 
1
H NMR 
(400 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 1,25 (t, J = 7,5 Hz, 3H), 1,51–1,69 (m, 2H), 1,79–1,82 (m, 1H), 
1,90–1,94 (m, 1H), 2,46–2,52 (m, 1H), 2,87–2,94 (m, 1H), 3,08–3,14 (m, 
1H), 3,71–3,74 (m, 1H), 4,13 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 4,31–4,35 (m, 1H), 4,85 
(s, 2H), 5,09 (s, 2H), 6,47 (d, J = 3,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,95 (dd, J1 = 8,9 Hz, 
J2 = 2,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,05 (d, J = 3,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,15–7,17 (m, 2H, 
Ar-H), 7,31 (t, J = 7,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,38 (t, J = 7,3 Hz, 2H, Ar-H), 7,46–
7,47 (m, 2H, Ar-H). 
13
C NMR 
(100 MHz, 
CDCl3) 
 (ppm) = 14,22; 27,74; 28,20; 40,67; 41,67; 44,49; 48,49; 60,76; 70,91; 
102,20; 104,56; 109,76; 113,04; 127,57; 127,77; 128,53; 128,84; 129,00; 
132,01; 137,74; 153,46; 165,75; 173,92. 
HRMS 
(ESI+) 
Izračunano za C25H29O4N2 [M+H]
+
 (m/z): 421,21218; izmerjena vrednost: 
421,21207. 
IR (ATR) 
2927, 1719, 1649, 1491, 1469, 1452, 1422, 1387, 1370, 1340, 1302, 1266, 
1233, 1203, 1178, 1154, 1133, 1096, 1039, 1020, 953, 935, 861, 849, 819, 
794, 751, 718, 698, 637, 614, 567, 525 cm
–1
 
HPLC tR = 5,24 min (čistost 100,0 %) 
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4.6 Sinteza spojin 30 in 31 z odščito iz spojin 29 in 8 
4.6.1 Sinteza 1-(2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)acetil)piperidin-4-karboksiline kisline 30 
 
Slika 14: Reakcijska shema sinteze spojine 30. 
Spojino 29 (307  mg, 0,37 mmol, 1ekv.) smo raztopili v dioksanu (20 mL) in dodali vodo (20 
mL), nato pa ob mešanju pri sobni temperaturi dodali KOH (82 mg, 1,46 mmol, 2 ekv.) in 
mešali še 2 h. Po končani reakciji smo pod znižanim tlakom uparili topilo do suhega in 
zaostanek v bučki raztopili v vodi (10 mL) ter raztopino nakisali do pH 2 z 2 M raztopino 
HCl. Izpadlo oborino smo odnučali in posušili na vakuumski črpalki. 
IUPAC ime 1-(2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)acetil)piperidin-4-karboksilina kislina 30 
Izgled Oranžna trdna snov M = 392,46 g/mol 
Tališče TTAL = 185,0–189,5 °C 
Izkoristek 96,5 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1+ 0.3 % ocetne kisline) = 0,40 
1
H NMR 
(400 MHz, 
DMSO-d6) 
 (ppm) = 1,36–1,45 (m, 1H), 1,56–1,65 (m, 1H), 1,82–1,92 (m, 2H), 2,54–
2,57 (m, 1H) 2,75–2,80 (m, 1H), 3,15–3,21 (m, 1H), 3,91–3,94 (m, 1H), 
4,15–4,18 (m, 1H), 5,06–5,17 (m, 4H), 6,33 (d, J = 6,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,83 
(dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,5 Hz, 1H, Ar-H), 7,12 (d, J = 2,3 Hz, 1H, Ar-H), 
7,22–7,26 (m, 2H, Ar-H), 7,30–7,34 (m, 1H, Ar-H), 7,39 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 
Ar-H), 7,46–7,48 (m, 2H, Ar-H), 12,33 (bs, 1H). 
13
C NMR 
(100 MHz, 
DMSO-d6) 
 (ppm) = 27,64; 28,20; 40,00; 40,90; 43,64; 47,20; 69,73; 100,27; 103,57; 
110,68; 111,52; 127,51; 127,56; 128,34; 130,46; 132,06; 137,80; 152,37; 
165,78; 175,59. 
HRMS (ESI+) 
Izračunano za C23H25O4N2 [M+H]
+
 (m/z): 393,18088; izmerjena vrednost: 
393,18088. 
IR (ATR) 
2928, 1696, 1655, 1620, 1576, 1490, 1454, 1418, 1384, 1345, 1314, 1239, 
1220, 1192, 1156, 1134, 1108, 1091, 1027, 953, 935, 842, 805, 821, 740, 
713, 695, 644, 615, 568, 539, 516 cm
–1
 
HPLC tR = 4,36 min (čistost 98,8 %) 
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4.6.2 Sinteza 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-(4-(2-hidroksiacetil)piperazin-
1il)etan-1-ona 31 
 
Slika 15: Reakcijska shema sinteze spojine (31). 
V bučko s spojino 8 (100 mg, 0,082 mmol, 1 ekv.) smo dali MeOH (20 mL), vodo (5 mL) in 
dodali K2CO3 (34 mg, 0,25 mmol, 3 ekv.) ter zmes nato mešali pri sobni temperaturi 18 h. Po 
končani reakciji smo odparili topilo na rotavaporju, surov produkt pa čistili s kolonsko 
kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 20/1). Ker nismo dosegli želene čistosti, smo izvedli še 
čiščenje z reverznofazno kolonsko kromatografijo na Biotage Isolera One sistemu. 
IUPAC ime 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-(4-(2-hidroksiacetil)piperazin-1il)etan-1-on (31)  
Izgled Rjavkasta trdna snov M = 407,47 g/mol 
Tališče TTAL = 184,5–188,0 °C 
Izkoristek 68,8 % 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,54 
1
H NMR 
(400 MHz, 
DMSO-d6) 
 (ppm) = 3,34 (s, 1H), 3,46 (s, 4H), 3,57 (s, 3H), 4,13 (s, 2H), 4,67–4,69 (m, 
1H), 5,09 (s, 2H), 5,15 (s, 2H), 6,33 (d, J = 2,6 Hz, 1H, Ar-H), 6,82 (dd, J1 = 
8,9 Hz, J2 = 2,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,12 (d, J = 2,2 Hz, 1H,  Ar-H), 7,21 (d, J = 
3,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,26 (d, J = 8,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,31 (t, J = 7,2 Hz, 1H, Ar-
H), 7,38 (t, J = 7,4 Hz, 2H, Ar-H), 7,45–7,47 (m, 2H, Ar-H).  
13
C NMR 
(100 MHz, 
DMSO-d6) 
 (ppm) = 41,18; 41,15; 47,21; 60,15; 60,18; 60,26; 69,71; 100,37; 103,56; 
110,73; 111,54; 127,51; 127,56; 128,30; 128,34; 130,40; 132,06; 137,78; 
152,39; 166,32; 170,29. 
HRMS 
(ESI+) 
Izračunano za C23H26O4N3 [M+H]
+
 (m/z): 408,19178; izmerjena vrednost: 
408,19147 
IR (ATR) 
3426, 2920, 1659, 1640, 1577, 1489, 1469, 1416, 1384, 1364, 1336, 1284, 
1238, 1219, 1193, 1155, 1136, 1108, 1049, 1012, 959, 927, 851, 809, 756, 
716, 655, 611, 564, 532 cm
–1
  
HPLC tR = 4,10 min (čistost 84,9 %) 
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4.7 Poskus sinteze 2-(5-(benziloksi)-1H-indol-1-il)-1-(4-metilpiperazin-1-
il)etan-1-ona 5 
Spojino 5 smo poskusili sintetizirati iz spojine 3 po več različnih postopkih. Posamezni 
postopki so prikazani na sliki 16 in opisani spodaj.  
 
Slika 16: Shema poskusov sinteze spojine 5. 
Poskus 1: Spojino 3 (150 mg, 0,43 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v DMF (5 mL), dodali K2CO3 
(88,9 mg, 0,64 mmol, 1,5 ekv.) in metil jodid (32,04 μL, 0,51 mmol, 1,2 ekv.). Reakcijsko 
zmes smo mešali 18 h pri sobni temperaturi in nato odparili topilo pod znižanim tlakom. 
Produkt smo raztopili v EtOAc (50 mL), organsko fazo sprali z vodo (2 × 30 mL), topilo 
odparili in spojino očistili s kolonsko kromatografijo, pri kateri smo uporabili mobilno fazo 
DKM/MeOH = 4/1.  
Poskus 2: Ponovili smo poskus 1, le da smo za topilo uporabili acetonitril namesto DMF. 
Reakcijo smo spremljali s TLC. Ker ni potekla do konca, smo dodali večji pribitek metil 
jodida (13,35 μL, 0,21 mmol, 0,5 ekv.) in zmes mešali pri 80 °C še 18 h. Na TLC-ju ni bilo 
več vidne lise, ki bi lahko ustrezala produktu, zato nismo nadaljevali z ekstrakcijo.  
Poskus 3: Spojino 3 (0,19 g, 0,49 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v acetonitrilu (25 mL) in dodali 
K2CO3 (0,13 g, 0,98 mmol, 2 ekv.). Po 10-ih minutah mešanja smo dodali dimetil sulfat 
(69,4 μL, 0,73 mmol, 1,5 ekv.) in mešali pri sobni temperaturi 18 h. Topilo smo odparili pod 
znižanim tlakom in vsebino bučke raztopili v DKM (50 mL). Organsko fazo smo sprali z 
nasičeno raztopino NaHCO3 (1 × 30 mL) in prisotnost produkta v organski fazi preverjali s 
TLC, vendar ta po ekstrakciji ni bil več viden. 
Poskus 4: Spojino 3 (0,18 g, 0,49 mmol, 1 ekv.), cinkov klorid (0,13 g, 0,98 mmol, 2 ekv.) in 
paraformaldehid (29,3 mg. 0,98 mmol, 2 ekv.) smo raztopili v DKM (25 mL) ter zmes mešali 
v argonovi atmosferi 10 minut preden smo dodali natrijev borhidrid (36,9 mg, 0,98 mmol, 
2 ekv.). Reakcijsko zmes smo pustili mešati 18 h. Z dodatkom nasičene raztopine NaHCO3 
(20 mL) smo ustavili reakcijo, vsebino bučke pa prenesli v lij ločnik. Ločili smo organsko 
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fazo, vodno pa smo sprali z DKM (1 × 25 mL). Združene organske faze smo sušili z Na2SO4 
in nato uparili topilo z rotavapiranjem. 
Spojino smo poskusili sintetizirati tudi po postopku B, potek te sinteze je opisan v sklopu tega 
sinteznega postopka. Po nobenem od omenjenih sinteznih postopkov pa nam želene spojine ni 
uspelo sintetizirati. 
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV 
5.1.1 Komentar k sintezi spojine 3 
Sinteza spojine 3 je potekala v treh stopnjah. V prvi stopnji smo izhajali iz komercialno 
dostopnega piperazina, ki ima eno amino skupino zaščiteno z Boc zaščitno skupino, kar je 
omogočilo selektivno reakcijo samo na drugem dušikovem atomu. V prvi stopnji sinteze smo 
tvorili amid s kloroacetil kloridom, ki smo ga zaradi sočasne eksotermne nevtralizacije pri 
reakciji sproščene HCl, dodajali počasi pri 0 °C. Pri tem je potekla reakcija  N-aciliranja, ki v 
tem primeru poteka po mehanizmu nukleofilne substitucije s tetraedričnim intermediatom 
(slika 17). Nukleofilni piperazinski amin napade elektrofilni kloroacetil klorid, pri tem se 
tvori HCl. Baza trietilamin je dodana reakcijski zmesi, da nevtralizira sproščeno kislino in 
tako omogoči potek reakcije aciliranja, kot stranski produkt pa dobimo sol trietilamonijev 
klorid (47). 
 
Slika 17: Predlagan reakcijski mehanizem sinteze spojine 1. 
V naslednji stopnji reakcije smo izvedli N-alkiliranje indolnega dušika. Pri tem smo uporabili 
natrijev hidrid, ki je običajno uporabljena močna baza za deprotonacijo alkoholov, fenolov, 
amidov, aktivirane α-metilne skupine ob ketonih oz. estrih ter drugih funkcionalnih skupin za 
povečanje njihove nukleofilnosti. Značilno je, da se natrijev hidrid in reagenti mešajo v 
polarnih aprotičnih topilih, kot so DMSO, DMF ali acetonitril, ki omogočajo topnost 
nastalega aniona in favorizirajo SN2 potek reakcije. Ker je hitrost nukleofilne substitucije 
sorazmerna koncentraciji reaktantov, se pri SN2 tipu reakcije enega izmed reaktantov doda v 
pribitku. Za reakcije N-alkiliranja pa se alternativno uporabljajo tudi kronski etri ali 
tetraalkilamonijeve soli, ki imajo funkcijo katalizatorjev faznega prenosa. (47). 
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Mehanizem reakcije (slika 18) naj bi potekel na ta način, da s pomočjo baze odcepimo proton 
na indolnem dušiku in ga tako spremenimo v dober nukleofil. Ta nadalje reagira z alkil 
halidom, ki je polariziran zaradi elektron akceptroskih lastnosti halogena na C-atomu (48). 
 
Slika 18: Predlagan reakcijski mehanizem sinteze spojine 2. 
V zadnji stopnji sinteze spojine 3 smo odstranili Boc zaščitno skupino. Za terc-butil karbamat 
je značilno, da je obstojen pri pH 4–12, zato je odščito mogoče doseči z močnimi kislinami 
kot sta HCl in trifluoroocetna kislina. Odščito smo izvedli z acidolizo s trifluoroocetno kislino 
v DKM. Močna kislina povzroči protoniranje terc-butil karbamata, kar povzroči izstop terc-
butil karbokationa, ki je stabiliziran zaradi induktivnega efekta treh metilnih skupin. Pri tem 
nastane tudi karbaminska kislina, ki je zelo nestabilna in takoj razpade na CO2 ter odščiten 
amin (slika 19). Ta je zaradi prisotnosti kisline v obliki soli, ki smo jo odstranili z spiranjem 
organske faze z NaHCO3 (49). 
Predhodno smo odščito spojine 2 poskusili izvesti tudi z nasičeno HCl v EtOH, vendar so pri 
tem nastali razpadni produkti, odščita tudi ni potekla v celoti. V nadaljevanju smo zato za 
odščito uporabljali trifluoroocetno kislino, pri kateri je odščita potekla do konca in tudi 
razpadni produkti so se pojavili v manjši meri. To je omogočilo lažje čiščenje spojine, kljub 
temu pa so bili izkoristki nizki (31,5 %). 
 
Slika 19: Mehanizem acidolize Boc zaščitne skupine. 
Neža Alič                   Sinteza in biokemijsko vrednotenje 5-(benziloksi)indolov kot selektivnih zaviralcev monamin oksidaze B  
50 
 
5.1.2 Komentar sinteze po postopku A 
Za sintezo spojin 4, 6–12 smo uporabili prej sintetizirano spojino 3, kateri smo uvedli različne 
substituente na piperazinski dušik. Pri tem je šlo za reakcije N-alikiliranja (spojine 6, 7, 9, 10, 
11, 12) in N-acilirianja (spojini 4, 8), ki potečeta po mehanizmu nukleofilne substitucije. Amin 
v piperazinskem obroču reagira kot nukleofil z dodanim elektrofilom (alkil halid oz. acil halid). 
Pri reakcijah N-alkiliranja smo uporabili bazo K2CO3, za reakciji N-aciliranja pa smo pri spojini 
4 dodali piridin, ki ima tudi vlogo topila in katalizatorja, in trietilamin pri spojini 8. Dodatek 
baze je nevtraliziral HCl ali HBr, ki se sprosti pri reakciji kot stranski produkt. Potek reakcije 
smo spremljali s TLC, pri čemer so nastali produkti potovali višje od izhodne spojine 3. 
Pri reakcijah N-alkiliranja smo opazili, da je za boljši potek reakcije potrebno segrevanje ali 
daljša časovna komponenta. Prav tako je reakcija hitreje potekla, če smo dodali večji prebitek 
reaktantov. Na splošno so imele te reakcije zelo slab izkoristek (maksimalen 22,2 %, 
minimalen 3,2 %). Slab izkoristek lahko pripišemo temu, da reakcije niso potekle do konca in 
so nam v zmesi ostajale izhodne spojine, prav tako pa so nastajali stranski produkti, kar je 
posledično vplivalo na težje čiščenje produktov. Pri vseh smo poleg čiščenja s kolonsko 
kromatografijo uporabili še čiščenje z reverznofazno kolonsko kromatografijo, da smo dobili 
produkte zadovoljive čistosti za nadaljnje analize. Reakciji N-aciliranja sta potekli bolje 
(izkoristek 53,5 % za spojino 4 in 40,5 % za spojino 8) in sicer pri sobni temperaturi. Nastalo 
je manj stranskih produktov, zato je bilo dovolj čiščenje samo s kolonsko kromatografijo.  
5.1.3 Komentar sinteze po postopku B 
V prvi stopnji reakcije smo izvedli N-aciliranje amina s kloroacetil kloridom. Sam potek 
reakcije je podoben kot pri sintezi spojine 3 in je opisan zgoraj. Spojini 13 in 14 smo najprej 
poskusili sintetizirati po enakem postopku kot smo ga uporabili za sintezo spojine 1. Kljub 
temu, da je bila reakcija glede na TLC reakcijske zmesi uspešna, pa nam ni uspelo izolirati 
produkta. Samo čiščenje nam je delalo težave predvsem zaradi nastanka trietilamin klorida, ki 
se je obarjal skupaj s produktom in zaradi zaostanka izhodnih snovi.  
Nadalje smo postopek sinteze priredili tako, da nismo dodajali dodatne baze, ampak smo 
dodali 1 ekv. prebitka izhodnega amina, kot topilo pa smo uporabili DKM, ki ga z lahkoto 
uparimo na rotavaporju. Po tem postopku smo sintetizirali vmesne produkte 13–21, pri katerih 
nismo imeli težav s čiščenjem in tudi izkoristki reakcije so bili dobri. Najslabši izkoristek smo 
dobili pri spojini 17 z 46,2 %, pri spojinah 14, 16, 18, 19, 20, 21 pa je bil izkoristek odličen, 
saj je presegel 95 %. 
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V nadaljevanju smo na indolni dušik pripeli posamezne vmesne produkte, ki smo jih 
pripravili v prvi stopnji. Potekla je reakcija N-alkiliranja indola, sam potek reakcije in njena 
izvedba pa je enaka kot pri postopku sinteze spojine 2. Prednost tega sinteznega postopka je 
bilo enostavnejše čiščenje, saj smo nekatere končne produkte lahko dobro očistili že samo s 
prekristalizacijo (22, 23, 27, 28). Opazili smo tudi, da je za popoln potek reakcije potrebno 
uporabiti večji prebitek reagenta (vsaj 1,5 ekv.), da zreagira ves indol v reakcijski zmesi. 
Izkoristki pri reakcijah so bili zelo različni, od najslabšega izkoristka 18,4 % pri spojini 24, do 
zelo dobrega 89,5 % pri spojini 26. Izjema sta bila poskusa sinteze 5 in 25, kjer nismo dobili 
želenih produktov. Kljub na videz uspešnem poteku reakcije glede na TLC in čiščenju s 
prekristalizacijo, smo iz NMR spektra razbrali, da imamo v dobljeni oborini v večjem deležu 
le izhodni indol. 
V primerjavi s sinteznim postopkom A se je sintezni postopek B izkazal za boljšega. Razlogi 
za to so hitrejše in lažje čiščenje spojin, boljši izkoristki in možnost sinteze večjih količin 
produkta. Pri sinteznem postopku B smo izhajali iz komercialno dostopnih izhodnih 
reagentov in nismo bili količinsko omejeni kot pri postopku A, kjer smo za sintezo uporabili 
predhodno sintetizirano spojino 3.   
5.1.4 Hidroliza estra 
Spojini 8 in 29 sta imeli v struktur ester, ki smo ga ostranili s hidrolizo, in tako dobili dve 
novi končni spojini 31 in 30. Hidroliza estra je lahko kislinska ali bazična, vendar se zaradi 
reverzibilnosti reakcije v kislih pogojih pogosteje uporablja hidroliza z uporabo baze. 
Mehanizem reakcije poteka v dveh korakih in je prikazan na sliki 20. Prvi je napad 
hidroksidnega iona kot nukleofila na karbonilno skupino, ki ji sledi odcep alkoksidnega iona 
kot izstopajoče skupine. Na koncu pa poteče še deprotonacija karboksilne skupine zaradi 
bazičnih pogojev. Pri tem nastane resonančno stabiliziran karboksilatni anion, nastanek le-
tega je tudi gonilna sila reakcije. Dobljen anion lahko naknadno protoniramo tako, da dodamo 
vir protonov (nakisanje), vendar ta korak izvajamo po že končani reakciji hidrolize (50).  
 
Slika 20: Reakcijski mehanizem alkalne hidrolize estrov. 
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Pri sintezi spojine 30 smo kot bazo uporabili KOH. Potek reakcije smo lahko zelo dobro 
spremljali, saj se izhodna snov ni topila v zmesi dioksana in vode, nastali produkt pa je bil v 
obliki kalijeve soli in se je zato dobro raztapljal. Topilo smo odparili in vodno raztopino 
produkta nakisali do pH 2, da nam je izpadel produkt v obliki proste kisline. Dobili smo zelo 
čist produkt in tudi izkoristek reakcij je bil visok (96,5 %). Pri sintezi spojine 31 smo kot bazo 
uporabili K2CO3 v metanolu. Sam potek reakcije je bil počasnejši in dobljen produkt je 
zahteval dodatno čiščenje s kolono, kar je tudi vplivalo na nižji izkoristek (68,8 %). 
5.1.5 Poskus sinteze spojine 5. 
Spojino 5 smo poskusili sintetizirati večkrat. V prvih treh poskusih smo se zgledovali po 
sinteznem postopku A in izvedli reakcijo N-alkiliraja. Pri tem smo uporabili različna topila, 
različna metilirna reagenta (MeI, Me2SO4) in spreminjali razmerje uporabljenih reagentov. 
Reakcija v nobenem primeru ni bila uspešna, saj po ekstrakciji želene končne spojine ni bilo v 
organski fazi. Spojino smo poskusili sintetizirati tudi po splošnem postopku B, kjer smo bili 
uspešni pri sintezi vmesnega produkta 13, vendar nam sinteza v naslednji stopnji ni uspela. 
Metiliranje smo poskusili izvesti še z reakcijo reduktivnega aminiranja s kombinacijo ZnCl2 
in NaBH4 ter paraformaldehidom kot virom formaldehida (slika 21). Prednost te reakcije je 
uporaba blagih in varnih reagentov in se lahko uporablja za širok spekter primarnih in 
sekundarnih aminov. Prisotnost ZnCl2 je ključna, saj deluje kot Lewisova kislina in katalizira 
nastanek vmesnega imina iz aldehida in amina. Pri tem gre za reverzibilni dvostopenjski 
mehanizem nukleofilne adicije s sledečo eliminacijo. Imin smo nato reducirali do amina s 
pomočjo Zn(BH4)2, ki nastane v sami reakcijski zmesi (51). Reakcijo smo spremljali s TLC in 
pri tem opazili, da je po ekstrakciji izginila lisa za produkt. Vzrok temu bi lahko bil, da 
reakcija še ni potekla do konca in smo imeli v zmesi prisoten intermediat - imin, ki je razpadel 
nazaj na izhodni reagent, potem ko smo reakcijo ustavili. 
 
Slika 21: Shema poteka reakcije reduktivnega aminiranja (prirejeno po (51)). 
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5.2 REZULTATI IN KOMENTAR BIOKEMIJSKEGA VREDNOTENJA 
Zaviralno aktivnost in selektivnost sintetiziranih končnih spojin smo preverili z biokemijskim 
testiranjem na humanih encimih MAO-A in MAO-B. Spojinam smo najprej določili 
rezidualno aktivnost (RA) pri koncentraciji 100 μM. RA je podana v odstotkih in predstavlja 
razmerje med aktivnostjo encima z dodanim zaviralcem in aktivnostjo encima brez prisotnega 
zaviralca. Pri spojinah, ki so imele RA pri koncentraciji 100 μM manjši od 50 %, smo 
nadaljevali z meritvami še pri sedmih nižjih koncentracijah zaviralca. Na podlagi teh meritev 
RA smo nato izračunali IC50. IC50 nam pove koncentracijo zaviralca, pri kateri je aktivnost 
encima in vitro le še 50 %. Manjša vrednost IC50 pomeni, da imamo boljši zaviralec. Testirali 
smo 19 končnih spojin, rezultati testiranja pa so prikazani v preglednici IV.  
Preglednica IV: Rezultati biološkega testiranja podani v oliki IC50 (krepko tiskano) oziroma 
RA pri 100 μM. 
Spojina Struktura molekule 
hMAO-A 
IC50 [µM] oz. 
RA pri 100 µM 
hMAO-B 
IC50 [µM] oz.  
RA pri 100 µM 
2 
 
86,9 ± 2,4 % 60,4 µM 
3 
 
81,3 ± 1,2 % 73,7 µM 
4 
 
76,9 ± 10,6 % 12,6 µM 
6 
 
67,7 ± 3,8 % 9,7 µM 
7 
 
58,7 ± 3,1 % 21,0 µM 
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8 
 
73,1 ± 1,1 % 8,6 µM 
31 
 
137,4 µM 38,5 µM 
9 
 
83,5 ± 3,8 % 33,2 µM 
10 
 
85,4 ± 1,6 % 22,7 µM 
11 
 
92,0 ± 0,3 % 48,8 µM 
12 
 
69,2 ± 2,4 % 1,95 µM 
22 
 
91,6 ± 2,0 % 62,9 ± 2,5 % 
23 
 
84,8 ± 0,6 % 62,1 ± 1,7 % 
24 
 
79,8 ± 0,3 % 62,7 ± 6,0 % 
26 
 
83,3 ± 3,2 % ~142,4 µM 
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29 
 
85,7 ± 3,3 % 59,1 ± 5,0 % 
27 
 
92,7 ± 0,2 % 78,3 ±  0.2 % 
28 
 
98,3 ± 0,4 % 65,4 ± 0,2 % 
30 
 
79,3 ± 1,7 % 150,0 µM 
 
Iz rezultatov vidimo, da so naše spojine močneje zavirale delovanje izoforme MAO-B. Le 
spojina 31 zavira MAO-A v tolikšni meri, da smo ji določili IC50, ki pa je bil višji kot za 
MAO-B. S tem smo potrdili večjo selektivnost spojin za MAO-B. Od 19ih testiranih spojin, 
se jih je 13 izkazalo dovolj učinkovitih, da smo jim lahko določili IC50. Od teh je imela 
najboljše delovanje spojina 12 z IC50 = 1,95 μM, vendar tudi tu nismo dosegli nanomolarnega 
območja, kot smo si želeli. 
S sintezo derivatov z različnim substituenti pripetimi na piperazinski dušik smo želeli 
preveriti njihov vpliv na aktivnost spojin. Zanimalo nas je, kakšen je vpliv podaljševanja 
alkilne verige v derivatih. Na žalost nam ni uspelo sintetizirati spojine 5 z metilnim 
substituentom, vendar lahko iz para spojin 9 in 11, sklepamo da daljšanje alkilne verige 
zmanjšuje zaviralno delovanje. Za močnejše zaviralce sta se tudi izkazali spojini, ki sta imeli 
prisotno nenasičeno vez v alkilni verigi, kar je razvidno iz parov spojin 9 in 10 ter 11 in 7. 
Prisotnost polarne hidroksilne skupine je pri spojini 6 povečala njeno delovanje v primerjavi s 
spojino 9, pri paru spojin 8 in 31 pa je imela večjo jakost delovanja spojina z zaestreno 
hidroksilno skupino v strukturi. Prav tako nismo opazili velikega vpliva, če smo derivat tvorili 
z amidno vezjo na dušiku, saj je ta v primeru spojin 4 in 9 vplivala pozitivno na zaviralno 
delovanje, v primeru 31 in 6 pa ravno obratno. Derivati 12, 24, 26 so imeli na piperazinski 
dušik pripete aromatske obroče benzil, fenil in 5-metil benzodioksol. Od teh se je kot najboljši 
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substituent izkazal benzil pri spojini 12, sledila je spojina 26, ki je imela za skoraj dva 
velikostna razreda slabše delovanje. Slabše delovanje si lahko razlagamo z večjo velikostjo 
substituenta in posledično težjo vezavo v encim. Kot najmanj aktivna se je izkazala spojina 24 
z RA 62,7 %, kar je lahko posledica bolj rigidne strukture. Fenilni derivat nima distančnika z 
enim C atomom med piperazinom in aromatskim obročem v primerjavi z spojinama 12 in 26, 
kar lahko vpliva na slabše prileganje zaviralca v aktivno mesto encima.  
Z drugim sinteznim postopkom smo sintetizirali spojine 22, 23, 29, 28, 30 pri katerih smo 
namesto piperazinskega obroča uvedli različne obroče brez bazičnega centra na mestu 4 v 
obroču. Vse spojine so izkazale slabše delovanje, saj smo imele skoraj vse RA nad 50 %. 
Samo spojina 30 je izkazala delovanje z IC50 = 150 μM, ki pa je najšibkejši določen IC50 med 
spojinami. Pri spojinah 22, 23, 28, ki so imele piperidinski, morfolinski in 3-metil piperidinski 
obroč vidimo, da je njihova aktivnost kljub različnim strukturam zelo podobna, saj se RA med 
njimi razlikujejo le za nekaj odstotkov. Iz tega lahko sklepamo, da je bazični center na tem 
mestu pomemben za tvorbo interakcij v aktivnem mestu encima, kar vpliva na boljšo vezavo 
in delovanje zaviralca.  
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6 SKLEP 
V okviru magistrske naloge smo uspešno sintetizirali in izolirali 19 spojin z zaviralnim 
delovanjem na MAO. Pri tem smo izhajali iz že predhodno ovrednotene spojine 4. To smo 
ponovno sintetizirali in sintetizirali dodatne analoge 5-(benziloksi)indola. Sintetiziranim 
spojinam smo z biološkimi testi ovrednotili zaviralno delovanje na hMAO-A in hMAO-B. Na 
podlagi teh rezultatov smo določili selektivnost zaviralcev in sklepali na odnos med strukturo 
in delovanjem sintetiziranih spojin. 
Pri sintezi smo se poslužili dveh sinteznih postopkov. Pri postopku A smo izhajali iz prej 
pripravljene spojine 3, na katero smo pripenjali alkilne ali acilne verige. Prednost tega 
postopka je bila samo ena stopnja sinteze, ki pa ni odtehtala slabih izkoristkov in 
večstopenjskega zahtevnega čiščenja. Pri postopku B smo imeli sintezo derivatov v dveh 
stopnjah, vendar se je ta postopek izkazal za boljšega kar se tiče čiščenja produktov in boljših 
izkoristkov. Prav tako nam je ta postopek omogočal sintezo bolj raznolikih derivatov. Sinteza 
spojine 5 nam ni uspela, kljub uporabi različnih sinteznih postopkov. 
Pri biološkem testiranju smo vsem spojinam določili rezidualne aktivnosti pri koncentraciji 
100 μM, trinajstim najmočnejšim pa smo določili tudi vrednost IC50. Za vse spojine je veljalo, 
da so močnejši zaviralci na MAO-B kot na MAO-A. Ugotovili smo, da je za zaviralno 
delovanje zelo pomembna prisotnost bazičnega centra, zato so spojine s piperazinskim 
obročem v strukturi imele močnejšo jakost delovanja. Na delovanje je ugodno vplivala tudi 
prisotnost nenasičenih vezi in hidrofilnih skupin. Najboljše zaviralno delovanje na MAO-B je 
imela spojina 12, pri kateri smo tudi opazili pomembnost distančnika med piperazinom in 
fenilnim obročem za zaviralno delovanje spojine. Poleg spojine 12 sta imeli zaviralno 
delovanje v istem velikostnem razredu še spojini 8 in 6. Pri nobeni od sintetiziranih spojin pa 
IC50 ni dosegel koncentracij v nanomolarnem območju. 
Zaključimo lahko, da nam je uspelo potrditi zaviralno delovanje 5-(benziloksi)indolnih 
analogov na MAO encimih in njihovo selektivnost na MAO-B. Sintetizirane spojine, ki so 
imele najmočnejše IC50 vrednosti, lahko služijo kot izhodišče za nadaljnje optimizacije, s 
katerimi bi dosegli zaviralno delovanje v nižjih koncentracijah. 
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